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Resumen 
Los implantes dentales endoóseos son un tratamiento ampliamente utilizado para el 
reemplazo de piezas dentales perdidas. Generalmente, los implantes dentales son de 
titanio comercialmente puro y presentan una elevada tasa de éxito, restaurando el diente y 
su función, pero algunos casos pueden sufrir complicaciones. Estos pueden ser debidos a 
la acumulación de la placa dento-bacteriana, a la falta de fibrointegración del tejido blando 
con el implante o a la pérdida del sellado biológico durante la vida en servicio del implante. 
Este proyecto pretende aportar una solución para aumentar la fibrointegración y mejorar el 
sellado biológico de implantes dentales de Ti c.p. Con este fin, se ha modificado la 
superficie del cuello del implante obteniendo diferentes microranuras superficiales 
mediante técnicas de mecanizado. Estas superficies texturizadas pueden guiar la 
adhesión, la proliferación y la formación de tejido conectivo periodontal, obteniendo un 
mejor sellado biológico que prevenga la colonización bacteriana. Este sistema simple y 
económico de modificación superficial sirve para generar una estructura regular basada en 
microranuras de diferentes anchuras. La modificación topográfica se realiza en la última 
pasada del mecanizado del cuello de los implantes dentales, cambiando la velocidad de 
avance y la profundidad de mecanizado en el torno con control numérico. Las microranuras 
obtenidas tienen una anchura de 10, 50 y 100µm, se han comparado respecto la superficie 
de titanio pulido que es una superficie aplicada en el cuello de algunos implantes dentales. 
La caracterización físico-química de las diferentes superficies se ha realizado mediante 
microscopía electrónica, interferometría y ángulo de contacto para evaluar la geometría de 
las microranuras, la rugosidad, la mojabilidad y la energía superficial, parámetros 
relevantes en la adsorción de proteínas y en la respuesta biológica.  
La habilidad potencial de las superficies obtenidas para activar los fibroblastos humanos y 
estimular la formación de tejido conectivo se ha estudiado a partir de la morfología, la 
adhesión, la proliferación y la activación celular en ensayos in vitro a 4, 24 y 72 horas de 
cultivo. Además, se ha caracterizado la variación de la expresión génica y los niveles de 
proteína relacionados con la adhesión, la síntesis de proteínas de la matriz extracelular y 
las enzimas que regulan la remodelación de la matriz. Finalmente, se ha evaluado la 
respuesta bacteriana mediante la variación de la adhesión bacteriana de las cepas 
Streptococcus sanguinis y Lactobacillus salivarius debido a las microranuras mecanizadas.  
Los resultados obtenidos muestran mejor acomodación y orientación de los fibroblastos en 
las ranuras más amplias, aumentando la adhesión e iniciando antes la proliferación celular. 
Estas estructuras incrementan la activación celular, la secreción y la remodelación de la 
matriz extracelular, indicando mayor rapidez en la formación del sellado biológico. 
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Glosario  
AC: ángulo de contacto 
ACa: ángulo de contacto aparente 
ACi: ángulo de contacto intrínseco 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementario o copia 
ADNg: ADN genómico 
ARN: ácido ribonucleico 
ARNm: ARN mensajero 
ACTA2/αSMA: α-actina de músculo plano 
COL1α1: Colágeno tipo 1 alfa 1 
DMEM: Dulbecco’s Minimum Essential 
Medio 
ECM: matriz extracelular 
F0: Muestra de titanio lisa 
F10: Muestra de titanio con ranuras de 10 
µm 
F50: Muestra de titanio con ranuras de 50 
µm 
F100: Muestra de titanio con ranuras de 
100 µm 
FBS: suero fetal bovino 
FESEM: microscopia electrónica de 
barrido de efecto campo 
FN: fibronectina 
HDMS: hexamethyldisilazane 
HFF: fibroblastos humanos  
LDH: lactato de deshidrogenasa 
MI: microscopia óptica interferométrica 
MMP: metaloproteasa 
MMP2: metaloproteasa de matriz 2  
(Gelatinasa A) 
MMP3: metaloproteasa de matriz 2 
(Estromelsina1-Progelatinasa)  
MMP9: metaloproteasa de matriz 9  
(Gelatinasa B) 
MSDS: ficha de seguridad de materiales 
PB: tampón fosfato 
PCR: Reacción en Cadena de la 
Polimerasa 
PP: polipropileno 
PTK2/FAK: proteína quinasa tirosina 2  o 
Quinasa de adhesión focal 
pFAK: Quinasa de adhesión focal 
fosforilada 
RT-PCR: PCR con Transcriptasa Inversa 
RT-qPCR: Reacción en Cadena de la 
Polimerasa cuantitativa o en tiempo real 
con Transcriptasa Inversa 
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 
SFE: energía libre superficial 
Ti c.p.: titanio comercialmente puro 
TCPS: placa de cultivo de poliestireno 
TiO2: dióxido de titanio 
UFC: unidades formadoras de colonias 
VN: Vinculina 
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CAPÍTULO 1: 
Introducción 
Actualmente, el tratamiento de la pérdida de piezas dentales con implantes dentales 
endoóseos presenta una tasa de éxito del 89% entre 10 y 15 años después de la 
implantación. Aunque la tasa de supervivencia es elevada, a continuación se enumeran las 
complicaciones y/o los fallos más usuales según el orden de aparición des del momento de 
la implantación, 
• Infecciones durante el acto quirúrgico o insuficiente cuidado en el postoperatorio. 
• Formación de una cápsula fibrosa alrededor del implante, por lo que no se alcanza 
un grado satisfactorio de osteointegración. 
• Carga excesiva o prematura del implante antes de alcanzar la total 
osteointegración y remodelación de los tejidos. 
• Daño estructural del implante durante la vida en servicio del implante. 
• Acumulación temprana o tardía de placa dento-bacteriana. 
Todas estas causas pueden provocar el fallo de los implantes dentales. Concretamente, 
relacionado con el tema del presente proyecto final de carrera, la formación de placa 
provoca que más de un 15% de los implantes sufran algún episodio de peri-implantitis,  
migración y destrucción de los tejidos adyacentes al implante debido a una inflamación o 
infección bacteriana, pudiendo provocar el fallo total del implante [NBU09].  
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El éxito clínico de los implantes dentales, fabricados en titanio comercialmente puro (Ti 
c.p.), está basado en la consecución de la osteointegración y el sellado biológico. La 
integración de un implantes es la conexión directa estructural y funcional entre el hueso 
vivo, tejido gingival y la superficie del implante. Por otro lado, el sellado biológico se 
obtiene creando una barrera biológica entre la superficie del implante y los tejidos 
circundantes a la altura del cuello del implante para evitar la entrada de bacterias. La 
mejora de la osteointegración y del sellado biológico, ambos a corto y largo plazo, es 
función de múltiples factores, de entre los cuales, la calidad superficial del implante 
(fisicoquímica y topográfica) es de gran importancia. De hecho, todas las interacciones 
biológicas y mecánicas que se dan entre el implante y los tejidos circundantes son a través 
de la interfaz creada entre dichos tejidos y la superficie del material implantado. 
A nivel de los tejidos epitelial existe una cavidad que proporciona un microambiente ideal 
para la acumulación de bacterias, favoreciendo la colonización bacteriana que conlleva una 
respuesta inflamatoria. Esta empieza con la llegada de células mononucleares a los tejidos 
gingivales y la liberación de citoquinas, continúa con la pérdida de fibras de colágeno del 
tejido periodontal y, finalmente, acaba con la pérdida de adherencia entre los tejidos y la 
superficie de los implantes [TKK05]. Moon et al observaron la importancia de los 
fibroblastos en la formación de tejido conectivo blando alrededor de los implantes, llamado 
tejido periodontal, que es esencial para alcanzar el sellado biológico [MBA99]. A su vez al 
alcanzar el sellado biológico, se preserva el efecto barrera y la osteointegración del 
implante dental puede verse favorecida. Diversos estudios concluyen que la interacción 
metal-fibroblastos todavía no está optimizada. Hasta la actualidad se han realizado algunas 
propuestas para reducir la colonización bacteriana como la mejora del sellado biológico y la 
utilización de superficies bacteriostáticas o bactericidas [AYL08] [NOB08] [NBU09]. 
En estudios previos, Brunette y colaboradores sugieren que la utilización de elementos 
topográficos, como rayas, favorece la adhesión y la proliferación de fibroblastos y la 
formación de tejido conectivo orientado, es decir, con la orientación de las fibras del tejido 
en la misma dirección de los microranuras [BRC99] [YMI03]. Una posible causa es que la 
creación de texturas en una superficie provoca cambios en el citoesqueleto de las células 
adheridas, que genera modificaciones en la expresión de genes relacionados con la 
proliferación, migración y remodelación matriz extracelular (ECM) [GBP01]. Sin embargo, 
el aumento de la rugosidad aumenta la posibilidad de colonización bacteriana [SJM09] y 
reduce ligeramente la adhesión de fibroblastos, ya que este tipo celular tiene mayor 
afinidad por superficies planas [KJC09]. Por otra parte, diversas publicaciones analizan la 
influencia del ancho y alto de microranuras en la adhesión, proliferación y expresión génica 
de las células [LKR09] [KOL09] [DRY03]. La modificación adecuada de los parámetros 
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superficiales, especialmente topográficos, buscará un compromiso entre la adhesión de 
células fibroblásticas para la mejora del sellado biológico y la reducción de la colonización 
bacteriana.  
 
1.1. OBJETIVO Y ALCANCE 
Con el propósito de mejorar el sellado biológico y aprovechando la etapa de mecanizado 
de los implantes dentales endoóseos de titanio, este proyecto final de carrera se plantea 
como principal objetivo: 
• Determinar la influencia de las diferentes dimensiones de microranuras generadas 
durante el proceso de mecanizado en la adhesión y activación de fibroblastos 
humanos para la mejora del sellado biológico. 
Las etapas del proyecto se resumen en los siguientes puntos: 
• Caracterización de la superficie de diferentes discos de titanio modificados 
superficialmente durante la etapa de mecanizado, suministradas por Soadco S.L. 
• Estudiar el comportamiento celular in vitro de fibroblastos humanos a partir del 
análisis de la adhesión, proliferación, activación de los fibroblastos, la secreción y 
remodelización de la matriz extracelular formada por las células. 
• Estudiar la adhesión de las cepas bacterianas Streptococcus sanguinis (S. 
sanguinis) y Lactobacillus salivarius (L. Salivarius). 
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CAPÍTULO 2: 
Estado del arte 
Un implante dental es un producto sanitario principalmente destinado a ser el sustituto artificial de 
la raíz dental maxilar o mandibular, ver Figura 1. Los implantes dentales han permitido la 
sustitución total o parcial de las piezas dentales, ver Figura 2, y mejorar significativamente la 
oclusión, la masticación, el habla, la estética, la satisfacción psicológica, la estabilidad protésica, 
la distribución de cargas oclusivas y, no menos importante, el mantenimiento del hueso [APA04]. 
Resumiendo, los usuarios de prótesis implanto-soportadas se sienten más seguros en su 
actividad cotidiana y con su imagen estética.  
 
Figura 1. Izquierda: Ilustración esquemática de un cuerpo de implante de titanio y de los distintos dispositivos 
de transferencia comparado con la estructura de un incisivo natural. Derecha: esquema de la estructura de un 
diente natural [OTF06].  
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Figura 2. Fotografías de una mandíbula totalmente desdentada (izquierda) y una parcialmente desdentada 
(derecha). Por cortesía de Klockner ® Implant System. 
 
 
2.1. HISTORIA DE LA IMPLANTOLOGÍA DENTAL 
Desde la antigüedad, los seres humanos han intentado sustituir las piezas dentales 
perdidas con otros materiales. Algunos ejemplos son los hallazgos de un fragmento de 
falange en el premolar de una joven del neolítico; o bien, de un fragmento de caparazón 
introducido en un alveolo que data del 400 a.C.; o la práctica durante la edad Media de atar 
los dientes perdidos a las piezas dentales próximas mediante hilos de oro. 
Durante el siglo XIX aparecieron los primeros implantes metálicos alveolares. Los primeros 
casos no presentaron un gran éxito en la respuesta tisular, debido a la selección de 
materiales como la plata y el plomo, que generaban la consiguiente respuesta tisular. En 
1937, Venable y Strock [GCP07] publicaron un estudio sobre la aplicación de implantes y 
prótesis elaborados en una aleación de cobalto, cromo y molibdeno sobre fracturas.  
En 1951, Leventhal [LEV51] publicó un estudio sobre la inserción de tornillos de titanio en 
el fémur de ratas y la variación de la fijación de estos a las seis, doce y dieciséis semanas 
de implantación. Los tornillos alcanzaron tal nivel de fijación que al intentar extraerlos, el 
fémur se fracturó. Posteriormente, en 1964 Brånemark [BBJ64] publicó los resultados de la 
implantación de carcasas de Ti c.p. En la década de los 80, se empezaron a comercializar 
los primeros implantes lisos de Ti c.p. y, a finales del siglo XIX, se empezaron a 
comercializar los primeros implantes de titanio rugosos obtenidos mediante la técnica del 
arenado [GCP07]. 
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2.2. EL SELLADO BIOLÓGICO  
Como se puede observar en la Figura 3, la raíz dental está formada de una amplia 
variedad de tejidos. Estos tienen dos funciones concretas, las cuales les dan el nombre, 
periodonto de protección, únicamente formado por la encía, y periodonto de sustentación, 
constituido por el ligamento periodontal, el cemento y el hueso [OTF06]. En la interfase 
hueso e implante, el implante se une directamente al hueso ya que el ligamento 
periodontal, el cemento y las células progenitoras de estos tejidos se extraen durante la 
cirugía. 
 
Figura 3. Esquema de los elementos dentarios que forman la raíz dental y el periodonto. A la derecha se 
pueden observar los diferentes epitelios que constituyen la encía y la cavidad que existe entre la encía y el 
diente [OTF06]. 
Además, la encía se divide en cuatro tipos de tejidos diferentes: tejido epitelial oral, tejido 
epitelial de surco, tejido epitelial de unión y tejido conjuntivo o inserciones conjuntivas, ver 
Figura 3. El tejido epitelial de unión se une al diente o al implante dental mediante la unión 
directa de las células a la superficie [ROD09]. El tejido formado alrededor del diente y el 
cuello del implante está constituido por láminas densas de colágeno recubierta del epitelio 
oral estratificado, escamoso y queratinizado, formando el sellado biológico [MBA99]. Se 
denomina sellado biológico porque se forma una barrera que impide la entrada de 
bacterias, iones, proteínas, restos alimenticios, etc. al hueso. La formación del sellado 
biológico es un proceso similar a la cicatrización de la piel, en el cual hay un incremento de 
expresión de la fibronectina y un estímulo de los queratinocitos [DGF96].  
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2.3. DISEÑO DE UN IMPLANTE DENTAL ENDOÓSEO 
En el mercado existen muchos de tipos de implantes dentales, los cuales presentan una 
gran variedad de formas y diseños, pero principalmente están constituidos de un cuerpo de 
fijación roscado y un cuello. La mayor parte de los implantes comercializados son del tipo 
endoóseo, alojados dentro del hueso, de raíz roscada.  
El reemplazo de una pieza dental no sólo se consigue con el implante dental, sino que 
consta de otros elementos protésicos como el aditamiento o pilar, los tornillos fijadores y la 
corona que mimetiza la parte visible del diente para obtener la funcionalidad y la estética 
[APA04]. 
En la actualidad existe una amplia variedad de diseños de implantes dentales endoóseos. 
La mayoría de diseños consideran tres regiones diferentes: el cuello, el cuerpo y el ápice. 
En la Figura 4 se pueden observar las partes mencionadas y los elementos de diseño más 
importantes de un implante de conexión interna Essential Cone ® de Klockner Implant 
System. 
 
Figura 4. Esquema de un implante dental endoóseo Essential de Klockner ® Implant System. 
Dependiendo del tipo de conexión pilar e implantes dentales, los sistemas se pueden 
clasificar en conexión interna o externa. Ambos sistemas fijan el pilar al implante mediante 
un tornillo interior, pero la principal diferencia es el apoyo del pilar y la localización del 
sistema antirotación. Este dispositivo consiste en el diseño del acoplamiento entre pilar e 
implante con formas geométricas que eviten el deslizamiento entre las superficies. Por 
ejemplo conexiones con hexágonos o octágonos limitan los desplazamientos angulares, 
mientras que circunferencias concéntricas si permiten estos desplazamientos. 
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La finalidad del cuello depende de la técnica quirúrgica, por ejemplo, el cuello en las 
técnicas sumergidas está destinado a estar en contacto con la cresta ósea mandibular o 
maxilar. En la técnica no sumergida, el cuello está en contacto con los tejidos periodontales 
[ROD09], ver Figura 5. Para la técnica sumergida, algunos fabricantes proponen pilares 
más largos, con acabados y tratamientos superficiales similar a la superficie del cuello de 
los implantes no sumergibles. 
 
Figura 5. Ilustración esquemática que muestra dos tipos diferentes de implantes de titanio endoóseos de raíz 
roscados. En la izquierda está representado un implante “sumergible” de Brånemark, y en la derecha uno “no 
sumergible” [ESP01]. 
El diseño del cuerpo del implante es importante desde el punto de vista de la transmisión 
de cargas en el proceso de remodelado y estabilización del hueso receptor. Si la 
transmisión de cargas es óptima, se puede mantener la osteointegración a largo plazo. En 
general, un implante de Ti c.p. puede conseguir la osteointegración, a corto y largo plazo, 
siempre y cuando se obtenga la estabilidad primaria por medio de una buena técnica 
quirúrgica que evite el trauma excesivo del tejido óseo y permita un ajuste inicial preciso. 
Otros parámetros de diseño muy influyentes en el éxito de los implante son el diámetro, la 
longitud, el paso, el perfil autoroscante y la altura de la rosca [APA04]. Las roscas permiten: 
• Mejorar la estabilidad primaria, evitando micromovimientos hasta que se consigue la 
osteointegración. 
• Mejorar la transferencia de cargas desde el implante hacia el hueso circundante y más 
alejado de la cresta ósea [APA04]. 
Des del punto de vista del diseño del cuello, se pueden encontrar diferentes opciones que 
dependen del fabricante. Los implantes sumergibles presentan una tipología de cuello 
totalmente diferente en rugosidad y geometrías. Se puede observar en la Figura 6, los 
implantes sumergibles de marcas Ghibo o Avinent presentan en el cuello una rosca de 
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superficie rugosa con menor paso y perfil, denominada como microespiral o microrosca. El 
objetivo es mejorar la transferencia de cargas y minimizar la reabsorción ósea. Con el 
mismo objetivo, el diseño de Biomet 3i utiliza un cuello acabado en plataforma, es decir, el 
cuello presenta mayor diámetro que el cuerpo del implante.  
 
Figura 6. Implantes dentales sumergibles con pala en el ápice. Izquierda: Implante de conexión externa de 
Avinent. Centro: Implante TSA Advance de conexión externa de Phibo. Derecha: Implante NanoTite™ 
PREVAIL® conexión interna con plataforma de Biomet 3i. Imágenes obtenidas de los catálogos de las 
diferentes compañías. 
En el caso de los implantes no sumergibles como los Essential Cone ® de Klockner 
Implant System presentan un cuello mecanizado y ligeramente cónico, una inclinación 
respecto el eje vertical de 5º aproximadamente, destinado a estar en contacto con el tejido 
gingival. Esta misma solución se puede encontrar en los implantes Straumann. Otro 
aspecto característico de este tipo de solución es la altura del cuello que se encuentra 
entre 0,7 y 1,8 mm aproximadamente. Las diferentes alturas se utilizan dependiendo de la 
región de implantación y la técnica quirúrgica. 
 
Figura 7. Implantes dentales no sumergibles sin pala en el ápice. Izquierda: Implante Essential de conexión 
interna de Klockner. Se comercializan dos alturas de cuello 0,7 y 1,5 mm. Derecha: Implante Standard Plus de 
Straumann. Imágenes obtenidas de los catálogos de las diferentes compañías. 
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2.4. SELECCIÓN DEL MATERIAL 
2.4.1. Requisitos del material seleccionado 
El biomaterial seleccionado para la fabricación de los implantes dentales deberá satisfacer 
las siguientes propiedades requeridas para su buen comportamiento a corto y largo plazo 
[BRB98]: 
1. Biocompatibilidad, se refiere a la capacidad de un biomaterial de realizar su función 
en lo que concierne a una cierta terapia médica, sin desencadenar ningún efecto 
indeseable a nivel local o sistémico en el paciente, pero debe generar la respuesta 
celular y tisular más apropiada y beneficiosa,  y optimizar la ejecución clínica de la 
terapia [WIL08], 
2. Inerte, material que no es tóxico y que no es biológicamente activo. Durante su vida 
en servicio no cede ninguna substancia en cantidades perjudiciales, por lo que no 
provoca reacciones adversas en el tejido. 
3. Osteointegración, 
4. Biofuncionalidad (adecuadas propiedades mecánicas),  
5. Resistencia a la corrosión,  
6. Procesabilidad y  
7. Disponibilidad. 
El factor fundamental que hace que el Ti c.p. sea el material elegido para la fabricación del 
implante dental es que con él es posible alcanzar la osteointegración. Ello está directamente 
vinculado con su excelente biocompatibilidad, la cual a su vez se relaciona con sus adecuadas 
propiedades mecánicas y alta resistencia a la corrosión. A continuación se repasan todos estos 
factores. 
Cuando el Ti c.p. se implanta en tejido duro, el hueso es capaz de crecer ordenado en contacto 
directo con el implante, sin una apreciable cápsula de tejido blando a su alrededor. No obstante, 
el implante no está adherido al hueso, ya que a nivel ultraestructural se aprecia una capa 
biológica de tejido blando de unos escasos 5-10 nm de grosor que, en el mejor de los casos, 
separan al Ti c.p. del hueso [TLE97]. Por este motivo se le considera un material con excelente 
biocompatibilidad, lo cual le permite llevar a cabo su función de anclaje protésico, a largo plazo, 
de manera óptima. Es decir, su alta biocompatibilidad en hueso es lo que ha permitido el 
desarrollo de la osteointegración y, por lo tanto, su utilización masiva en la implantología dental. 
Por otro lado, dependiendo de los tratamientos superficiales, el Ti c.p. es capaz por sí mismo de 
adsorber calcio y fósforo en su superficie, lo que permite la creación de un compuesto de fosfato 
de calcio de tipo cementante que aprovecharán las células para expresar su fenotipo [AMC07]. 
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En cualquier caso, la creación de la capa colaginosa, aunque muy fina, parece ser un hecho 
incuestionable. La mayoría de los autores coinciden en señalar la alta resistencia a la corrosión 
del Ti c.p. como la razón principal de la respuesta altamente bioinerte en los tejidos y lo que 
permite su magnífica osteointegración. Cuanto menor sea la cantidad de residuos cedidos por el 
material al medio biológico, mayor será el contacto entre el tejido y el biomaterial [TLE97]. 
 
2.4.2. El titanio como biomaterial 
Los materiales más utilizados en la implantología dental y odontología son: 
• Titanio comercialmente puro, cuatro grados. 
• Aleaciones de titanio, Ti6Al4V o TiZr. 
• Aleaciones cromo-cobalto moldeadas o forjadas. 
El Ti c.p. es generalmente aceptado como un material bioinerte, biocompatible y 
ampliamente utilizado como biomaterial debido a las leves reacciones que provoca en 
contacto con el medio biológico. Parte de este comportamiento se debe a la capa de óxido 
de titanio nativa que confiere resistencia a la corrosión y baja liberación de iones. Estas 
características favorecen la excelente biocompatibilidad del titanio. Además, el Ti c.p. tiene 
unas adecuadas propiedades mecánicas (módulo elástico moderado, baja densidad…). 
Todos estos factores hacen que sea el material más adecuado y ampliamente utilizado 
para la fabricación de los implantes dentales y el seleccionado en este trabajo.  
Las normas internacionales [ASTM F67-06] determinan cuatro grados de Ti c.p. para su 
aplicación médica. Los distintos grados se clasifican en función de la cantidad de elementos 
intersticiales minoritarios que contiene la aleación de Ti c.p. en cuestión,  
Tabla 1. De esta manera, a medida que aumenta el grado (desde el I hasta el IV) aumenta 
la cantidad de elementos intersticiales y, con ello, se modifican las propiedades mecánicas 
más significativas, aumenta la resistencia mecánica, disminuyen la ductilidad y la 
resistencia a la corrosión, Tabla 2. 
Tabla 1. Composición química (% en peso), según norma ASTM F67-06, para los productos en barra de los 
cuatro grados de Ti c.p. para aplicaciones biomédicas 
 N máx. C máx. H máx. Fe máx. O máx. Ti 
Ti c.p. Grado I 0.03 0.10 0.0125 0.20 0.18 Balance 
Ti c.p. Grado II 0.03 0.10 0.0125 0.30 0.25 Balance 
Ti c.p. Grado III 0.05 0.10 0.0125 0.30 0.35 Balance 
Ti c.p. Grado IV 0.05 0.10 0.0125 0.50 0.40 Balance 
Optimización del sellado biológico de implantes dentales mediante la estimulación de la adhesión y Pág. 21 
activación de fibroblastos sobre superficies de titanio mecanizadas. 
 
 
Tabla 2. Propiedades mecánicas requeridas, según norma ASTM F67-06, para los cuatro grados comerciales 
de titanio para aplicaciones biomédica. 
 Resistencia a la tracción mín. [MPa] 
Límite elástico 0,2% mín. 
[MPa] 
Elongación 
mín. [%] 
Ti c.p. Grado I 240 170 24 
Ti c.p. Grado II 345 275 20 
Ti c.p. Grado III 450 380 18 
Ti c.p. Grado IV 550 483 15 
El módulo de elasticidad (entre 100 y 110 GPa) [RHS04], el límite elástico y la resistencia a la 
tracción del los cuatro grados de Ti c.p. tienen valores suficientes para soportar las cargas 
mecánicas que el implante recibe en boca. Prueba de ello es la disponibilidad en el mercado de  
implantes dentales fabricados en los distintos grados de titanio, ver Tabla 3. El módulo de 
elasticidad representa la mitad o menos del que poseen otros metales como el acero inoxidable 
(≈200GPa) [RHS04] para uso quirúrgico o las aleaciones cromo-cobalto (≈240GPa) [RHS04]. 
Este hecho representa una característica importante ya que comparativamente con un menor 
módulo de elasticidad y, por tanto, más cercano al del hueso (entre 15 y 20 GPa), disminuye el 
fenómeno de relajación de tensiones en los tejidos óseos circundantes. Consecuentemente, la 
remodelación ósea se ve favorecida. Además, la baja densidad del Ti c.p. (≈ 4200 kg/m3), 
comparada con el acero inoxidable (≈ 7800 kg/m3), las aleaciones de cromo-cobalto (≈ 8500 
kg/m3) y de otras aleaciones de titanio (≈ 4500 kg/m3), hace que su resistencia específica sea 
elevada, lo cual es una nueva ventaja para su selección. 
Finalmente, la resistencia a la fatiga mecánica es un factor crítico en la vida en servicio del 
implante dental ya que éste debe soportar cargas cíclicas de carácter flexión-torsión que, en 
último caso, llevarán a su rotura por medio de la degradación mecánica asociada. A 
continuación, en la Tabla 3 se presenta una comparación del material para los implantes 
dentales de diversos fabricantes. 
Tabla 3. Comparación del material utilizados en la fabricación de implantes dentales de cinco marcas 
diferentes. 
Marca Material 
Klockner Implant System Ti c.p. Grado III 
Straumann Ti c.p. Grado IV [STR07] 
Nobel Biocare Ti c.p. Grado IV [NOB09] 
Phibo Dental Solutions Ti c.p. Grado II [PHI11] 
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2.4.3. Resistencia a la corrosión del titanio 
El titanio es un material altamente reactivo, siendo fácilmente oxidable por diferentes medios. La 
cinética de oxidación es extremadamente rápida, de manera que los primeros eventos asociados 
a la oxidación se producen en una escala de tiempo de unos pocos milisegundos. Debido a esta 
alta reactividad y la alta velocidad de los procesos asociados a la oxidación, el Ti c.p. está 
siempre recubierto de una capa de óxido. En la mayoría de los casos, la capa superficial oxidada 
está compuesta por el más estable de todos los óxidos de titanio, es decir, el dióxido de titanio 
(TiO2). 
Al contrario que el titanio, el TiO2 es un compuesto estable, altamente resistente a los ataques 
químicos de la mayoría de substancias. La excelente resistencia química y a la corrosión del Ti 
c.p. es debida a la presencia en su superficie de este óxido químicamente  estable.  
El óxido se distribuye en una densa película de entre 5-10 nm que protege al metal de los 
ataques químicos, incluyendo el de los agresivos fluidos corporales [APA04]. Esta capa de óxido, 
asimismo, actúa como barrera protectora para evitar la cesión de cualquier tipo de ion desde el 
interior del metal hacia el medio fisiológico. Los diagramas de Pourbaix, en los ensayos 
potenciodinámicos, demuestran que la capa protectora del Ti c.p., principalmente formada por 
TiO2, es resistente químicamente en el medio fisiológico y se remplaza espontáneamente si se 
desprende como consecuencia de una acción mecánica [APA04]. De hecho, el rango de 
pasividad electroquímica es mucho más amplio que la región de potenciales a la cual se puede 
ver sometido el titanio en el medio fisiológico [SCH01]. 
Todo ello hace que el Ti c.p. sea un metal tan resistente a la corrosión en contacto con los fluidos 
corporales como el niobio o el tantalio y, a su vez, significativamente más resistente que el acero 
inoxidable o las aleaciones de cromo-cobalto [BRB98]. Este hecho tiene consecuencias directas 
en la óptima respuesta que el Ti c.p. tiene tanto in vitro como in vivo, es decir, en su excelente 
biocompatibilidad. 
Las principales características que pueden comprometer la resistencia a la corrosión de los 
implantes dentales de Ti c.p. están relacionadas con cambios y heterogeneidades fisicoquímicas 
y topográficas en su superficie.  
 
2.4.4. Propiedades biológicas del titanio 
Cuando un material es ubicado en el organismo, la primera reacción que se produce 
después de interacción con el agua y los iones del medio fisiológico es la adsorción no 
selectiva de un gran número de proteínas. Este fenómeno depende principalmente de la 
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composición química, topografía, rugosidad, mojabilidad, carga eléctrica y energía 
superficial, entre otros. La respuesta celular depende de la conformación y orientación de 
las proteínas adsorbidas, generando estados nativos o no-reconocibles/desnaturalizados 
de la misma proteína. A continuación, los neutrófilos y los macrófagos interrogan al 
implante y en función de la conformación, la orientación y el tipo de proteínas adsorbidas, 
los macrófagos interaccionan con la superficie, segregando un cierto tipo y número de 
citoquinas que, en última instancia, atraen a los fibroblastos produciéndose la 
encapsulación del biomaterial con el tejido fibroso [KAS02]. Las citoquinas son proteínas 
que regulan la función celular, son las señales de la comunicación intercelular que inducen 
una respuesta celular mediante la activación de receptores específicos de la membrana. 
Es pues fundamental la interacción que se produce entre las proteínas y la superficie del 
implante, ver Figura 8, así como con las células que intervienen en los procesos de 
curación y remodelación del tejido óseo. Ello hará que la respuesta tanto in vitro como in 
vivo del Ti c.p. sea superior a la de otros biomateriales, principalmente respecto otros 
biometales. 
 
Figura 8. Representación de los efectos en la adsorción de proteínas por el efecto de modificaciones 
topográficas en la escala nanométrica. Tanto la especificidad y la extensión celular se ven alteradas, pudiendo 
incrementar o disminuir la extensión de la célula por el efecto de la nanotopografía. Mediante mecanismos 
indefinidos actualmente, la proliferación y diferenciación celular se puede ver favorecida por la topografía a 
nanoescala [MMA08]. 
La superficie del material es la que está en contacto directo con las entidades biológicas y la que 
regula la respuesta biológica y, en última instancia la calidad de la osteointegración. Las 
propiedades físicas, químicas y topográficas de la superficie intervienen de forma decisiva en los 
procesos biológicos (interacción proteica y celular) y las distintas tecnologías aplicadas sobre 
ella, unidas a sus propiedades intrínsecas, son las variables de diseño del implante dental para 
favorecer la velocidad y la calidad de la respuesta de los tejidos. 
Pág. 24  Memoria 
 
 
2.5. LA SUPERFICIE DE LOS IMPLANTES DENTALES 
La buena respuesta del titanio en contacto con el tejido a corto y a largo plazo es debida a 
las propiedades específicas de su superficie y, es por ello, que los avances más 
significativos en la mejora de dicha respuesta se consiguen controlando las distintas 
propiedades asociadas a la calidad superficial. 
En la actualidad, está ampliamente aceptado que la rugosidad superficial del cuerpo de un 
implante es un factor determinante en el éxito del dispositivo, al mejorar la 
osteointegración, cualquiera que sea el material del que esté fabricado o su aplicación 
[BUS01]. Los cambios topográficos de la superficie tienen influencia significativa en la 
cascada de eventos que llevan a la aceptación del mismo por parte del huésped [BDL01], 
desde la adsorción de proteínas hasta la mineralización o remodelación de la matriz 
extracelular, pasando por la adhesión, la proliferación y la diferenciación celular. 
Son muchas las modificaciones que se han aplicado sobre las superficies de los implantes 
dentales. La mayoría de estos avances se han materializado en reducir los tiempos de 
curación, conseguir la estabilidad funcional del implante en el menor tiempo posible gracias 
a una mejor respuesta del tejido óseo. Se distinguen tres grandes grupos de modificación 
superficial para la implantología oral y que tienen como objetivo la mejora de la integración 
de los implantes: 
• La modificación física de la topografía (lisa, rugosa, porosa) del cuerpo y ápice 
del implante. Varios estudios como los de Aparicio y compañeros observan que 
rugosidades medias entre 3 y 4 µm presentan una mejor respuesta in vitro en 
cultivos con osteoblastos e in vivo [APA04] [JMB04]. Algunas de las técnicas más 
utilizadas para modificar la topográfica del titanio son el granallado (Figura 9) 
[APA04], el mecanizado [BAB04] y el pulido [BAB04]. Las muestras granalladas 
presentan un aumento del ángulo de contacto, por lo que la hidrofobicidad de la 
superficie aumenta [PAB09]. 
• La modificación química de la superficie, en algunos casos cambiando el 
carácter bioinerte del titanio por una superficie bioactiva. Algunas de las técnicas 
más utilizadas son la limpieza de la capa superficial nativa (eliminando artefactos y 
carbono adsorbido de la atmósfera) mediante la limpieza con disolventes y 
ultrasonidos, ataque alcalino [APA04], ataque/grabado ácido (Figura 9) [SHS07],  
procesos electroquímicos con o sin dopaje de la capa de óxido [BAB04], 
recubrimientos por plasma espray de hidroxiapatita [BAB04] y/o la activación por 
plasma. Es bien conocido que estos tratamientos generan superficies más 
hidrofílicas respecto el titanio liso sin tratamiento. 
Optimización del sellado biológico de implantes dentales mediante la estimulación de la adhesión y Pág. 25 
activación de fibroblastos sobre superficies de titanio mecanizadas. 
 
 
• La modificación bioquímica de la superficie. Consiste en la inmovilización de 
péptidos, proteínas o factores de crecimiento presentes en la membrana celular o 
en la matriz extracelular [BAB04]. El enlace de estas moléculas puede ser débil, 
obtenido mediante adsorción, o covalente. Este último está constituido por el doble 
enlace entre una molécula de unión a los grupos hidroxilos de la superficie del 
titanio y al péptido. 
 
Figura 9. Imágenes en 3D de la topografía resultante después de un granallado con alúmina (arriba) y la 
combinación del granallado y ataque ácido (abajo). Las imágenes, cedidas por la Cátedra UPC-Klockner, se 
obtuvieron mediante interferometría. 
 
 
2.6. COMPLICACIONES DE LOS IMPLANTES DENTALES 
Las piezas dentales naturales pueden sufrir enfermedades periodontales, como la gingivitis 
(inflamación sin pérdida de los tejidos de soporte) o la periodontitis (inflamación con 
destrucción de tejido). Análogamente, en los implantes dentales se han observado fallos o 
complicaciones debidas a pérdida del sellado biológico por falta de adhesión celular o a 
infecciones de los tejidos adyacentes [NOB08]. Estas causas pueden desencadenar una 
migración del epitelio de unión, seguida del desarrollo de bolsas peri-implantares 
adyacentes, conocido generalmente como peri-implantitis.  
Pág. 26  Memoria 
 
 
Los fallos tempranos debidos a infecciones se pueden deber a infecciones durante la 
cirugía o insuficiente cuidado y/o mantenimiento en el postoperatorio. Por otro lado, se 
encuentran los fallos tardíos debidos a infecciones que se presentan después de un año de 
la colocación del aditamento transmucoso [NOB08]. 
 
2.6.1. La colonización bacteriana 
De igual forma que entre el diente y el tejido epitelial circundante existe un espacio de 
aproximadamente 0,69 mm de profundidad, denominado surco gingival o periodontal, los 
implantes dentales en la región transmucosa presentan dicho espacio. Esta cavidad 
proporciona un microambiente ideal para la acumulación de bacterias. Conociendo este 
hecho, surgen dos tendencias de selección de topografías en el cuello del implante. Por un 
lado están las modificaciones topográficas para favorecer las células formadoras del 
sellado biológico: fibroblastos y queratinocitos [BRC99]. Y, por otra parte, superficies lisas 
que evitan el incremento de adhesión bacteriana de las superficies rugosas [SJM09]. 
La colonización microbiana del esmalte o de la superficie del implante está siempre 
precedida de la adsorción de una película adquirida, donde los componentes principales 
provienen de la saliva y el exudado gingival. La adhesión inicial sobre el sustrato se realiza 
por unas cepas bacterianas concretas, conocidas como bacterias pioneras o colonizadores 
primarios. Las bacterias inicialmente adheridas proliferan hasta formar una monocapa, 
sobre la cual se adherirán otras cepas bacterianas. 
El mecanismo que regula la adhesión bacteriana al sustrato se divide en dos fases. Una 
primera fase reversible donde la bacteria sufre la influencia de fuerzas de repulsión 
electroestática y fuerzas atracción de tipo Van der Waals, con una fuerza resultante que 
mantiene a las bacterias a una cierta distancia del sustrato. En la segunda fase irreversible, 
se forma un enlace entre la bacteria y el sustrato por interacciones electrostáticas (puente 
entre una carga negativa de la bacteria y una positiva de la película adquirida), hidrófobas 
y específicas (interacciones tipo ligando-receptor o enzima-sustrato) [MOR95]. Este tipo de 
comportamiento lo presentan un número determinado de cepas, entre las cuales se 
encuentran S. sanguinis. Además, esta cepa se considera como la bacteria más importante 
de la formación del biofilm y muy asociada con la peri-implantitis [MPM04]. El S. sanguinis 
se caracteriza por encontrarse en la cavidad oral, tener unas dimensiones de 1-1,5 µm y 
facilitar la posterior incorporación de bacterias [ROD09]. 
Posterior a la adhesión inicial, nuevas bacterias se agrupan mediante adhesión  
interbacteriana, aumentando el grosor de la placa. Estas nuevas especies son conocidas 
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como colonizadores secundarios y por proliferar en forma de colonias. Entre los 
colonizadores secundarios se encuentra L. Salivarius, que también se encuentra en la 
cavidad bucal, se caracteriza por convertir la lactosa y otros monosacáridos en ácido 
láctico. Pueden llegar a acidificar el medio localmente y afectar a la superficie del implante 
y a los tejidos adyacentes [ROD09].  
 
2.6.2. Estrategias para mejorar el mantenimiento de los implantes dentales 
Las propiedades superficiales de los implantes influyen en la adhesión y proliferación 
bacteriana. Por ello se pueden encontrar diversas estrategias para reducir las 
enfermedades peri-implantarias, a continuación se enumeran algunas de ellas: 
1. Utilización de colutorios que contienen elementos en suspensión como la 
clorhexidina o fluoruro de amina que afectan al metabolismo de las bacterias, 
inhiben el desarrollo del biofilm y su maduración [ROD09].  
2. Formación de capas cristalinas de anatasa en la superficie de titanio que reducen 
la adhesión bacteriana afectando a su metabolismo [NOB08]. 
3. Yoshinari y colaboradores incorporan al óxido de titanio iones de F y Zn para  
potenciar los efectos antisépticos sobre las bacterias o iones Ag como  agente 
antibacteriano. También se han incorporado nanopartículas de plata al óxido de 
titanio o recubrimientos vía sol-gel [NOB08]. 
4. Recubrimientos de la superficie con gentamicina. Actualmente se ha utilizado en 
estudios clínicos en aplicaciones ortopédicas. También existen estudios de 
recubrimientos poliméricos de base ácido poliláctico obtenidos por evaporación del 
solvente. Estas capas, de unos 30 µm de grosor, contienen antibióticos y 
antisépticos que se liberan durante un periodo determinado [NOB08]. 
5. Biofuncionalización con polímeros biodegradables, como el quitosano, o péptidos 
antibacterianos, por ejemplo el péptido de catelicidina LL-37 que además puede 
estimular la proliferación de queratinocitos e inducir la angiogénesis [IZG05]. 
Algunos de los trabajos encontrados combinan polímeros con propiedades 
antimicrobianas con nanopartículas de Ag [AYL08] [NOB08]. 
6. Mejora del sellado biológico mediante modificaciones topográficas, por ejemplo 
ranuras, que favorecen la proliferación de los fibroblastos y la formación de tejido 
conectivo con fibras orientadas [BRC99] [YMI03]. 
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CAPÍTULO 3: 
Caracterización físico-química 
3.1. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
La interacción entre el material y el medio biológico se produce a través de la superficie del 
material. Las propiedades de la superficie y, posteriormente, las proteínas adheridas 
pueden estimular receptores celulares específicos, generando una cascada de señales que 
induzcan la proliferación y la diferenciación celular. Además, la estimulación de la 
formación y remodelación de la matriz extracelular puede reducir los tiempos de 
integración de los implantes. Por este motivo es importante estudiar y determinar las 
características de las propiedades físico-químicas de la superficie de los biomateriales y 
así, poder relacionarlas con la respuesta biológica. En el presente proyecto se determinará 
la textura, la rugosidad, la mojabilidad y la energía superficial de las superficies de Ti 
modificadas mediante la técnica de mecanizado. 
 
3.1.1. Fundamentos de rugosidad 
La topografía superficial engloba conceptos como la textura y la rugosidad. La textura se 
define como patrón de formas y ondulaciones con una cierta ordenación; en cambio, la 
rugosidad es un conjunto de irregularidades de la superficie real, definidas 
convencionalmente en una sección donde los errores de forma y las ondulaciones han sido 
eliminados [APA04]. 
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Las técnicas seleccionadas para la caracterización topográfica de la superficies son la 
microscopía electrónica de barrido de emisión de campo (FESEM) como técnica cualitativa 
y la microscopía óptica interferométrica (MI) como técnica cuantitativa.  
La microscopía electrónica de barrido por emisión de campo se ha seleccionado ya que 
permite la observación cualitativa a grandes aumentos y alta resolución de la superficie de 
titanio y sus recubrimientos. El FESEM permite la observación de las células adheridas 
sobre la superficie sin necesidad de recubrimientos que mejoren la conductividad de la 
muestra. El microscopio electrónico utiliza un haz de electrones acelerados por una 
diferencia de potencial que son focalizados a través de lentes magnéticas. La ampliación 
de la superficie también se produce por el efecto de unas lentes magnéticas. La 
adquisición de la imagen se produce mediante el contaje de los impactos de electrones 
sobre una pantalla.  
En cambio, la microscopía óptica interferométrica utiliza las interferencias obtenidas a partir 
de las diferencias de camino óptico entre la luz reflejada en la superficie de la muestra y de 
la luz reflejada en una superficie de referencia. La forma de las franjas obtenidas permite 
reconstruir la topografía de la superficie. En la Figura 10 se puede ver el esquema de un MI 
estándar. El equipo contiene una fuente de iluminación que divide la luz en dos haces, uno 
se transmite a la superficie a analizar y el otro a una superficie de referencia. La señal 
reflejada en ambas superficies se combina, formando una interferencia, la intensidad de la 
cual es registrada por una cámara CCD. El microscopio se mueve en el eje vertical para 
registrar y comparar en cada capa la intensidad de señal. Los datos son procesados por el 
software del equipo para determinar la altura de cada punto, obteniendo como resultado 
una imagen tridimensional de la superficie a estudiar. 
 
Figura 10. Esquema de un microscopio óptico interferométrico. 
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Para realizar un análisis cuantitativo de las superficies existe una serie de parámetros que 
permiten caracterizar y distinguir superficies distintas. En la literatura existen un número 
elevado de parámetros vertical, horizontal y funcionalmente que describen los sucesos e 
irregularidades de la superficie. Dependiendo de las técnicas de caracterización usadas 
existen parámetros bidimensionales, como Ra, o tridimensionales, como Sa. En el caso de 
la interferometría, el análisis de la superficie es tridimensional, por lo que se acostumbra a 
analizar con parámetros de superficie (S). A continuación, se describen los parámetros de 
rugosidad utilizados en el presente estudio para caracterizar la rugosidad superficial 
[COH10]. 
• Sa (Media aritmética de la desviación de la superficie): es el parámetro 
tridimensional equivalente a  Ra. Representa la media aritmética del valor absoluto 
de las distancias del plano medio al perfil de la muestra. El plano medio es un plano 
de referencia para el cálculo de los distintos parámetros, que se determina por el 
método de los mínimos cuadrados respecto a la superficie total. Habitualmente, es 
utilizado para cuantificar de forma general la rugosidad de una superficie. 
( )η
= =
= ⋅∑∑
1 1
1 ,
N M
i i
j i
Sa x yMN    
Ec. 1 
• Sq (Media de la raíz cuadrada de las desviaciones de la superficie): es un 
parámetro de altura usado porque representa la desviación estándar de la 
distribución de alturas respecto de la superficie, por lo tanto, nos introduce un 
significado estadístico. 
( )η
= =
= ⋅∑∑ 2
1 1
1 ,
N M
i i
j i
Sq x yMN   
Ec. 2  
 
• Si (Índice de área): es el cociente entre el área real y el área nominal, la cual es la 
proyección geométrica en el plano horizontal del área real. 
min
real
no al
Si
S
S
=
     
Ec. 3 
A partir de las imágenes en 3D se han obtenido perfiles de rugosidad en 2D mediante el 
software de análisis. De esta manera, se ha podido medir los valores reales de la anchura 
y altura de las ranuras en la sección transversal a la muestra. 
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3.1.2. Fundamentos sobre mojabilidad y energía superficial 
Desde un punto termodinámico, la energía libre superficial (SFE) ejerce una gran influencia 
en la interacción entre las biomoléculas y la superficie del material. En general, la adhesión 
y la proliferación celular incrementan en superficies hidrofílicas. Concretamente, los 
fibroblastos son sensibles a variaciones de la mojabilidad; la extensión de la célula 
aumenta, cuanto más hidrofílica es la superficie [PEG09]. 
La mojabilidad es el proceso por el que una gota de un líquido se extiende sobre la 
superficie como resultado de la interacción de fuerzas adhesivas, entre líquido y sustrato, y 
fuerzas cohesivas internas del líquido. La mojabilidad de una superficie con un líquido se 
determina por el ángulo de contacto (AC) [PEG09]. Por lo que se estudia el ángulo formado 
en la frontera donde las fases gaseosa, líquida y sustrato coinciden. Una gota con fuerzas 
cohesivas bajas y fuerzas adhesivas fuertes forma un ángulo de contacto pequeño y, por 
tanto, hidrofílico. A partir del estudio de la mojabilidad de un material se puede determinar 
la energía superficial, la hidrofilidad o la hidrofobicidad de los materiales.  
El carácter hidrofílico de una superficie se determina por la afinidad de esta por los líquidos 
y la extensión de la gota al formar puentes de hidrógeno con la superficie. En cambio, la 
hidrofobicidad se define por las fuerzas repulsivas entre moléculas polares y no polares. 
Resumiendo, la hidrofilidad o la hidrofobicidad de una superficie es el resultado de la 
interacción mediante las fuerzas intermoleculares entre un sólido y un líquido. Dicha 
interacción depende de la química superficial del sustrato (determina en mayor modo las 
interacciones polares y dispersivas), de la topografía superficial (cristalografía, porosidad y 
rugosidad) y de las características del fluido [PEG09]. 
La energía superficial de un material se puede definir como el balance entre las fuerzas 
internas que mantienen la cohesión entre moléculas del material y las fuerzas externas que 
interactúan con el medio. En la Figura 11 se resumen las relaciones entre mojabilidad, 
ángulo de contacto y energía superficial.  
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Figura 11. Representación esquemática de una superficie hidrofóbica y otra hidrofílica; también se muestran el 
ángulo de contacto, mojabilidad y la energía superficial libre del sólido correspondiente a cada superficie.  
La medición del ángulo de contacto se realizará con la técnica de la gota sessile (sessile 
drop) que consiste en depositar una gota de un líquido sobre la superficie horizontal a 
caracterizar. La gota forma una interfase sólida, líquida y gaseosa (Figura 12), donde el 
ángulo de contacto se puede medir mediante goniómetro o un software de cálculo a partir 
de la imagen obtenida como la de la Figura 12. 
 
Figura 12. Esquema de la interfase sólido, líquido y gas, donde también se puede observar el ángulo de 
contacto. Θ es el ángulo de contacto; γSL, energía libre de la interfase sólido-líquido; γSV, energía superficial del 
sólido y γLV, energía superficial del líquido. 
A partir del ángulo de contacto para el material, se puede calcular el valor de la energía 
superficial mediante la ecuación teórica de Young que describe el equilibrio termodinámico 
entre las tres fases: 
cossv sl lvγ γ γ θ= + ⋅     Ec. 4 
Donde γSV es la energía superficial libre del material; γSL, la energía libre de la interfase 
material-líquido e γLV, la energía superficial libre del líquido. Está ecuación se considera 
teórica porque el parámetro γSL no es conocido, varía según las fases que intervienen en la 
medida. Algunos programas de cálculo consideran este parámetro como despreciable. 
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Otras teorías parten de la ecuación de Young para recalcular el valor de la energía 
superficial, los modelos más conocidos son la Ecuación de Estado de Neumann para un 
líquido, Good-van Oss para tres líquidos y Owens y Wendt para dos líquidos. Todos estos 
modelos necesitan una gran cantidad de medidas para poder realizar iteraciones de 
cálculo y poder reducir el error. 
El modelo de Fowkes se ha seleccionado para la determinación de la energía superficial 
del sólido. Fowkes sugiere que la tensión superficial es la suma de dos componentes  
independientes de las fuerzas intermoleculares [PEG09]. En el caso del agua, estas 
componentes son las fuerzas dispersivas (d) tipo van der Waals y las componentes polar o 
no dispersiva (p) relacionadas con los enlaces de hidrógeno. La ecuación propuesta por 
Fowkes es [PEG09]: 
          Ec. 5 
Donde γsd es el componente dispersiva de la SFE y γsp es el componente polar. Ambas 
componentes se pueden calcular mediante aproximación media geométrica. Esto se puede 
observar en la ecuación de Owens and Wendt [OWD69]: 
  
Ec. 6 
Donde γLd es el componente dispersiva de la SFE del líquido y γ sp es el componente polar 
del líquido.  
La ecuación de Young realiza diversas hipótesis sobre las superficies de estudio, las 
cuales deben ser ideales: planas y homogéneas. Pero las superficies reales tienen 
rugosidad y, a veces, presentan heterogeneidades químicas que influyen en la mojabilidad. 
Cassie y Baxter [PEG09] formularon una teoría para corregir la no idealidad de las 
superficies, consideraron un sustrato constituido por dos tipos de dominios homogéneos 
que tienen diferentes interacciones sólido-líquido. En cambio, Wenzel fórmulo otra 
propuesta y asumió que el líquido rellena todos los espacios [PEG09], ver Figura 13. 
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Figura 13. Representación esquemática de la interacción de las gotas con superficies rugosas. En el caso de 
Cassio-Baxter, la gota forma una línea de contacto con los picos de la rugosidad, atrapando aire en las valles. 
En cambio, el caso de Wenzel, la gota rellena todos los espacios de la superficie. 
Para decidir qué teoría debe ser empleada, el criterio aplicado es aquel que el estado  
resultante tiene mínima energía libre. Para superficies con AC>90º prevalece la teoría de 
Cassie-Baxter, mientras la teoría de Wenzel domina para AC<90º [PEG09], como es que 
caso del titanio. Por lo tanto, el modelo a aplicar es el de Wenzel que propuso la siguiente 
ecuación para obtener el ángulo intrínseco o de Young [PAB09]:  
   Ec. 7 
 
3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.2.1. Materiales 
Durante todo el proyecto se trabajó con discos de Ti comercialmente puro de grado III, de  
6 mm de diámetro y una altura de 2 mm. Todas las muestras fueron mecanizadas por la 
empresa SOADCO S.L. mediante un torno de control numérico computarizado (ref. DECO 
10-7; Tornos S.A., Moutier, Suiza) y una herramienta de corte recubierta de TiAlN (Ref. 
DCGT070202, Utilis A.G., Alemania). Se obtuvieron cuatro condiciones diferentes de 
acabado superficial modificando la velocidad de avance de la herramienta y la profundidad 
de corte. Las series obtenidas fueron las siguientes. 
• Lisa (F0): Las muestras se mecanizaron a una velocidad de avance de 10 µm por 
revolución y 50 µm de profundidad de corte. Posteriormente, se pulieron en una 
suspensión acuosa de partículas de alúmina de tamaño 1 µm. 
• Acabado fino (F10): mecanizado a una velocidad de avance de 10 µm por 
revolución y 50 µm de profundidad de corte. 
• Acabado grueso (F50): mecanizado a una velocidad de avance de 50 µm por 
revolución y 80 µm de profundidad de corte. 
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• Desbaste (F100): mecanizado a una velocidad de avance de 100 µm por 
revolución y 100 µm de profundidad de corte. 
Todas las muestras, antes de cada ensayo, se limpiaron con ultrasonidos en acetona, 
etanol y agua destilada durante 15 minutos. 
 
3.2.2. Caracterización topográfica 
Las diferentes series de discos mecanizados se caracterizaron topográficamente con dos 
técnicas. Una primera etapa de observación y cuantificación de las superficies mediante MI 
y, posteriormente, se prepararon cortes transversales de las muestras para su observación 
en FESEM. 
3.2.2.1. Microscopía óptica interferométrica  
La topografía de las muestras se caracterizó mediante un microscopio óptico 
interferométrico de luz blanca (Wyko NT9300 Optical Profiler, Veeco Instruments, EEUU) 
en el modo de Vertical Scanning Interferometry (VSI). Los parámetros de ensayo se 
resumen a continuación. 
Tabla 4. Condiciones de trabajo con el microscopio óptico interferométrico. 
Parámetro Valor 
Área de ensayo 124 x 94 µm (50x) 63,1 x 47,3 µm (100x) 
Nº de lecturas por área 2 
Backscan 5 µm 
Longitud scan 12 µm 
Aumentos reales 49,7 50x) y 100,5 (100x) 
Nº de discos ensayados 3 
Nº de lecturas por disco 3 
Compensación de forma Inclinación 
Data restore activado para recalcular los píxeles no leídos 
El filtrado y análisis de los datos se realizó con el software Vision 4.10 (Veeco Instruments, 
EEUU). Para estudiar la textura generada, se realizaron las medidas a 50 aumentos y se 
aplicaron filtros de tipo Gaussiano para eliminar curvatura e inclinación en todas las 
superficies. Para estudiar solamente la contribución de la nanorugosidad superpuesta a las 
microranuras, se realizaron las medidas a 100 aumentos, junto a la aplicación de filtros tipo 
Fourier entre 5 y 110 mm-1 para eliminar la ondulación, estas longitudes de onda son las 
debidas a los perfiles mecanizados que se midieron con la ayuda del software en perfiles 
en 2D para cada condición. 
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3.2.2.2. Microscopía electrónica de barrido por emisión de campo 
Para visualizar la sección de las muestra, los discos se cortaron transversalmente con una 
sierra de disco circular de diamante (Accutom50, Struers, Dinamarca). Posteriormente, las 
muestras se encapsularon en baquelita y desbastaron con papel de carburo de silicio 
P1200 durante veinte minutos en una pulidora automática (Labopol-5, Struers, Dinamarca). 
Finalmente, se pulieron en una suspensión acuosa de partículas de alúmina de diámetro 1 
µm durante 15 minutos. 
Los cortes resultantes se observaron mediante FESEM (JSM-7001F, Jeol, Japón) con un 
voltaje de 1 keV. 
 
3.2.3. Caracterización energética 
El ángulo de contacto aparente y estático se estudió con un sistema de generación de 
gotas y análisis mediante video (Contact Angle System OCA15plus, Dataphysics, 
Alemania) y se analizó con el software SCA20 (Dataphysics, Alemania). El equipo está 
equipado con una jeringuilla con control de desplazamiento micrométrico que permite 
controlar el volumen y depositar la gota. El volumen de la gota fue de 3 µl. Se aplicó la 
ecuación de Wenzel para el cálculo del ángulo intrínseco y la ecuación de Owens y Wendt 
para el cálculo de la energía superficial. 
El ángulo de contacto se midió con dos líquidos diferentes, agua bidestilada (MilliQ) como 
líquido polar y diiodometano como líquido apolar. Por cada tipo de muestra se analizaron 
tres muestras y por cada grupo se realizaron entre 30 y 40 medidas. La energía libre 
superficial y las componentes dispersivas y polares de los líquidos se muestran en la Tabla 
5, valores necesarios para el cálculo de la energía superficial. 
Tabla 5. Energía libre superficial y las componentes dispersivas γs
d y polares γs
p de los valores de referencia 
de los líquidos utilizados [PEG09]. 
 
Energía libre superficial (mJ/m2) 
Total γsd γsp 
Agua 72,1 19,9 52,2 
Diiodometano 50,0 47,4 2,6 
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.3.1. Caracterización topográfica 
3.3.1.1. Microscopía óptica interferométrica 
Los valores de los distintos parámetros estudiados y las imágenes de las diferentes 
superficies obtenidas mediante MI se muestran en la Tabla 6 y las Figura 14 y 15. Los 
resultados obtenidos revelan que la técnica de mecanizado de la superficie de titanio 
permite obtener ranuras de las tres dimensiones propuestas. 
Las condiciones F50 y F100 presentan una altura media de las ranuras entre 7,3 y 7,4 µm, 
significativamente mayor que 0,5 µm de altura de las ranuras de F10. Estas diferencias 
podrían deberse a las profundidades de corte seleccionadas, a la utilización de la misma 
herramienta de corte para las tres condiciones y a la velocidad de avance de la 
herramienta. En el caso de F10, esta combinación de parámetros de mecanizado hace que 
la herramienta tan sólo se separe 10 µm de la ranura anterior en cada vuelta, por lo que a 
cada pasada se desbasta parte del material de la ranura anterior.  
Tabla 6. Parámetros topográficos obtenidos mediante microscopía interferométrica de las superficies 
(media±desviación estándar). 
   
Con la contribución  
de la textura 
Sin la contribución  
de la textura 
Superficie Anchura (µm) 
Altura 
(µm) 
Sa 
 (nm) 
Sq 
(nm) 
Si 
(-) 
Sa 
 (nm) 
Sq 
(nm) 
F0 - - 106±25 144±28 1.02±0.00 95±17 129±19 
F10 9.9±1.4 0.5±0.2 267±31 332±33 1.04±0.01 188±46 233±51 
F50 50.6±0.8 7.3±0.8 2541±82 2870±60 1.38±0.02 372±15 516±22 
F100 101.0±2.2 7.4±0.6 2172±23 2490±214 1.21±0.03 261±18 370±32 
TCPS - - - - - - - 
Como se puede observar en la Figura 14, las superficies mecanizadas contienen, de forma 
superpuesta a las ranuras, una nanotopografía en forma de nanosurcos o nanorayas 
orientados paralelamente a las ranuras. Estas se pueden deber al perfil de la plaqueta de 
corte o al arrastre de material generado durante la operación de refrentado.  
La nanotextura obtenida es una variable que puede condicionar la respuesta celular, tal y 
como en la Figura 15, que compara la rugosidad media debida a la rugosidad de la 
nanorugosidad, se puede observar. El mecanizado aumenta la nanorugosidad frente a la 
condición F0, con un pulido final con partículas de alúmina de 1 µm. Además, todas las 
superficies estudiadas presentan diferencias estadísticamente significativas entre ellas, 
análisis realizado mediante ANOVA con ensayos multicomparativos (p<0,05).  
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Figura 14. Imágenes 3D obtenidas mediante interferometría de luz blanca de las diferentes superficies 
estudiadas. 
 
Figura 15. Rugosidad media de las distintas superficies aplicando filtros tipo Fourier para eliminar la 
contribución de la textura debida a las ranuras. 
Finalmente remarcar que en función de la rugosidad media, las superficies se pueden 
dividir en planas (Sa<150nm), TCPS y F0; baja rugosidad (150<Sa<300nm), F10; y 
elevada rugosidad (Sa>300nm), F50 y F100. 
3.3.1.2. Microscopía electrónica de barrido 
Las imágenes de FESEM confirman la geometría de las ranuras observadas mediante 
interferometría. Se observa que mediante los parámetros de mecanizado seleccionados se 
obtienen ranuras de 10, 50 y 100 µm de separación entre picos. La altura de las 
estructuras observadas se encuentra entre 7 y 8 µm para las condiciones F50 y F100, 
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mientras para la condición F0 es menor a 1 µm, por lo que se tuvo que observar a más 
aumentos. 
 
 
Figura 16. Imágenes transversales obtenidas mediante FESEM de las diferentes superficies estudiadas. Las 
barras indican 10 µm. 
 
3.3.2. Caracterización energética  
Los valores del ángulo de contacto aparente y el intrínseco se muestran en la Tabla 7 para 
todas las superficies y los dos líquidos estudiados. Aunque los resultados se discutirán en 
función del ángulo intrínseco solamente debido a que este es el que elimina el efecto de la 
topografía según la ecuación de Wenzel.  
Tabla 7. Ángulo de contacto aparente (ACa) y ángulo de contacto intrínseco (ACi) obtenidas mediante agua 
milliQ y diiodometano para todas las series (media±desviación estándar). Diferencias estadísticamente 
significativas (p<0,05) a)  indica diferencias significativas respecto F0, b) respecto F10 y c) respecto F50. 
Superficie Agua Diiodometano 
 ACa (º) ACi (º) ACa (º) ACi (º) 
F0 65,3 ± 2,4 66,0 ± 2,3 48,6 ± 3,3 49,6 ± 3,2 
F10 54,3 ± 3,8 a 55,8 ± 3,2 a 47,1 ± 7,3 49,2 ± 6,8 
F50 53,8 ± 5,7 a 64,7 ± 3,7 b 41,9 ± 4,6 57,4 ± 2,6 a 
F100 57,4 ± 6,0 a 64,4 ± 4,5 b 45,1 ± 3,7c 55,8 ± 2,5 a 
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Se observa como el ángulo de contacto intrínseco medido con agua es prácticamente igual 
y alrededor de 65º para las series F0, F50 y F100. Estos resultados son lógicos debido a 
que el material base, Ti c.p., es el mismo para todas las series. De manera que el 
mecanizado no varía la mojabilidad de las superficies.  La principal diferencia se encuentra 
con F10 qué es una superficies más hidrofílica con respecto a las otras series. En principio 
no hay un motivo aparente para obtener estas diferencias ya que el material base es el 
mismo para todas las series. Una explicación podría ser que debido a la nanorugosidad y a 
la distancia de ranurado tan pequeña, al colocar una gota de agua encima de la superficie, 
esta no moje por completo la superficie tratada. Es decir, la gota atrapa aire por debajo 
debido a la nanotopografía y, por tanto, se debería de aplicar la ecuación de Cassie-Baxter 
para obtener el ángulo de contacto intrínseco. La ecuación de Cassie-Baxter corrige el 
ángulo de contacto aparente cuando la superficie no es homogénea químicamente y, en 
nuestro caso, la heterogeneidad química vendría dada por las discontinuidades de la 
superficie de titanio y el aire atrapado en la superficie de la nanorugosidad. 
El análisis de la energía superficial para las diferentes series es parecido al análisis del 
ángulo de contacto intrínseco. La Tabla 8 muestra la energía superficial y las componentes 
dispersiva y polar para las distintas superficies. No se observan diferencias entre las series 
F0, F50 y F100. Las diferencias detectadas con la serie F10 pueden venir propiciadas por 
el mismo hecho discutido para el ángulo de contacto, afectando a su medición y al 
posterior cálculo de la energía superficial.  
Si centramos la discusión en el estudio de las series F0, F50 y F100, se observa que la 
energía superficial es estadísticamente igual pero en lo que respecta a las componentes, 
se observa un incremento de la parte dispersiva en las muestras lisas respecto a las series 
F50 y F100. Contrariamente, y debido a que la energía total es igual a la suma de las 
componentes dispersiva y polar en la aproximación Owens-Wendt, la componente polar es 
menor en las superficies lisas comparado con las mecanizadas F50 y F100.  
Tabla 8. Energía libre superficial y las componentes dispersivas γsd y polares γsp obtenidas de las diferentes 
superficies (media±desviación estándar). Diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) a)  indica 
diferencias significativas respecto F0, b) respecto F10 y c) respecto F50. 
 
Energía libre superficial (mJ/m2) 
Total γsd γsp 
F0 40,8 ± 1 25,7 ± 1 15,1 ± 2 
F10 50,1 ± 3a 22,5 ± 1 a 27,5 ± 3a 
F50 39,7 ± 1 19,9 ± 1a,b 19,8 ± 1 a,b 
F100 40,6 ± 2 22,2 ± 1 a 18,4 ± 2 b 
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CAPÍTULO 4: 
Caracterización biológica 
La caracterización biológica de un biomaterial consiste en evaluar la respuesta biológica 
sobre este. Es decir, se estudia in vitro la adhesión, la citotoxicidad, la proliferación y la 
diferenciación celular. La respuesta biológica in vitro e in vivo del Ti c.p. y de algunos 
implantes realizados con dicho material es ampliamente conocida [BRC99] [RHS04] 
[APA04] [JMB04] [KOL09] [PEG09]. De manera que, en el presente trabajo, los ensayos 
biológicos propuestos se centran en confirmar la hipótesis inicial del trabajo: la 
estimulación de la adhesión y la activación de fibroblastos humanos mediante a través de 
la modificación topográfica con la formación de microranuras para mejorar del sellado 
biológico de los implantes dentales en contacto con los tejidos periodontales. 
Antes de empezar los cultivos celulares es necesaria una correcta selección de los 
parámetros que permita obtener las mejores comparaciones e interpretaciones de los 
resultados. Esta selección debe contener factores como: tipo celular, procedencia, medio 
de cultivo, genes y proteínas a estudiar, técnicas de análisis de la morfología, tiempos de 
estudio, entre otros parámetros. 
 
4.1. FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
El proceso biológico que tiene lugar cuando las células entran en contacto con la superficie 
de un material, involucra la adhesión celular (formación de puntos focales de adhesión y 
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adhesiones fibrilares), la proliferación celular, la síntesis y la remodelación de la matriz 
extracelular. La calidad de la interacción entre la superficie y su entorno biológico 
determinaran la capacidad de proliferación y diferenciación celular [PEG09]. Como se 
mencionó en el apartado introductorio, las modificaciones topográficas provocan cambios 
en el citoesqueleto de las células adheridas, que generan modificaciones en la expresión 
de genes relacionados con la proliferación, la migración y la remodelación de la matriz 
extracelular [GBP01] [APA04]. Además, la interacción entre los receptores de la membrana 
celular y las proteínas adheridas también pueden generar cambios en la expresión 
fenotípica de las células [PEG09]. 
La formación del sellado biológico después del acto quirúrgico o después de una lesión 
implica una secuencia de eventos coordinados conocidos como cicatrización de los tejidos. 
Este proceso se divide en las siguientes etapas [AGI10]: 
1. Hemorragia, homeostasis y formación de coágulos de los tejidos afectados.  
2. Migración a la lesión de leucocitos, neutrófilos y los macrófagos, generando 
detritos de la fagocitosis, citoquinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento. 
3. La producción de citoquinas pro-inflamatorias conlleva la migración a la lesión de 
células inflamatorias y fibroblastos, que empiezan a proliferar. 
4. Los fibroblastos sintetizan y remodelan la matriz extracelular para cerrar el defecto 
generado y recuperar la integridad del tejido.  
 
4.1.1. Fibroblastos. Adhesión, activación, síntesis y remodelación de la matriz 
extracelular. 
Los fibroblastos son el tipo celular principal de los tejidos conectivos, envueltos de ECM 
fibrilar y presentan una morfología celular alargada y con extremidades extendidas. Los 
fibroblastos desempeñan una amplia variedad de funciones como deposición de la matriz 
extracelular, la regulación de la diferenciación epitelial, la regulación de la inflamación y la 
cicatrización de los tejidos [KAZ06]. Por otra parte, el papel de los fibroblastos en la 
reparación de tejidos es prominente ya que actúan de andamio para otras células. Los 
fibroblastos sintetizan gran parte de las proteínas de la ECM fibrilar como la fibronectina 
(FN) y el colágeno tipo I, III y V. También contribuyen en la formación de la membrana 
basal mediante la secreción de colágeno tipo IV y laminina. Además, los fibroblastos son 
una importante fuente de metaloproteasas (MMPs), las cuales son fuente de degradación 
de la ECM y mantenimiento de la homeostasis de la ECM. Adicionalmente, los fibroblastos 
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son importantes en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio adyacente mediante la 
secreción de factores de crecimiento [KAZ06].  
Cuando la cantidad de señales biológicas, la proliferación y la secreción de proteínas por 
parte de los fibroblastos aumentan respecto al nivel de los tejidos sanos, se dice que los 
fibroblastos adquieren un fenotipo activado para secretar una gran cantidad de 
constituyentes de la ECM [KAZ06]. Los fibroblastos activados típicamente contienen uno o 
dos grandes núcleos ovalados, un retículo endoplasmático desarrollado y un prominente 
aparato de Golgi. Los fibroblastos inactivos y adultos contienen un retículo endoplasmático 
pequeño y un núcleo más alargado [KAZ06]. El cambio de la morfología fibroblástica se 
representa esquemáticamente en la Figura 17. 
 
Figura 17. a) Los fibroblastos inactivos presentan morfología celular alargada y se encuentran envueltos de 
ECM fibrilar del los tejidos conectivos, constituida por largas fibras de colágeno tipo I y fibronectina. b) Lod 
fibroblastos con fenotipo activado presentan una morfología celular con extremidades más alargadas y con una 
ECM rica en factores de crecimiento [KAZ06] 
Previa a la activación de los fibroblastos, se produce la migración y adhesión celular a la 
superficie del material y tejido dañado. Algunas de las proteínas que regulan la adhesión 
son la vinculina (VN) a través de los puntos focales de adhesión y la fibronectina mediante 
la unión a la integrina α 1β1 [KAZ06] y α5β1 [PEG09]. Además, la proteína quinasa tirosina 2 
(PTK2) o también conocida como quinasa de adhesión focal (FAK) interviene en la 
adhesión focal madura y la migración celular. La quinasa de adhesión focal fosforilada 
(pFAK) es la forma estimulada que se expresa en la adhesión madura y fuerte entre la 
célula y la matriz. 
La activación de los fibroblastos está inducida por una variedad de factores de crecimiento 
como el factor de transformación TGFβ, el factor epidérmico EGF, el factor plaquetari o 
PDGF y el factor fibroblástico FGF2. Estos son liberados por células epiteliales dañadas, 
monocitos y/o macrófagos infiltrados. Además, los fibroblastos se activan por la 
comunicación directa entre las células y en contacto con los leucocitos [KAZ06]. Los 
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fibroblastos activados en miofibroblasto expresan α-actina de músculo plano (ACTA2, α-
smooth-mucle actin o αSMA) e incrementan la secreción de MMP2, MMP3 y MMP9 , 
alterando la composición de la ECM y favoreciendo la remodelación [KAZ06] 
Cuando la lesión está reparada, el número de fibroblastos activos decrece 
significativamente. Esta reducción en número se cree que puede deberse a la reversión del 
fenotipo de activo a inactivo o por la apoptosis de los fibroblastos activos, seguida de la 
repoblación de fibroblastos inactivos  [KAZ06]. 
Los parámetros estudiados mediante las técnicas seleccionadas en el presente trabajo 
permitirán evaluar el número de células adheridas, la morfología de estas y como varía la 
expresión génica y proteica de las algunas proteínas relacionadas con la adhesión (VN y 
FAK), la activación (αSMA), la síntesis (COL1α1 y FN) y la remodelación de la matriz 
extracelular (MMP2, MMP3 y MMP9). Además, como las microranuras pueden alterar la 
colonización bacteriana, se realizaran ensayos de adhesión bacteriana con dos cepas 
presenten en la cavidad oral. 
 
4.1.2. Expresión génica. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
La expresión génica se cuantificó mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
cuantitativa o en tiempo real con Transcriptasa Inversa (RT-qPCR).  
La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica ampliamente utilizada en la 
biología molecular para ampliar, comparar y valorar, entre diversas muestras, el ADN 
presente en una muestra. Esta técnica se fundamenta en la capacidad del ADN polimerasa 
para copiar las hebras de ADN acopladas a los cebadores. Los cebadores (iniciadores o 
primers) delimitan la región de ADN a amplificar y permiten que la polimerasa inicie la 
reacción.  
La preparación de las muestras empieza extrayendo el ácido ribonucleico (ARN) 
mensajero (ARNm) de la células mediante lisis, entonces el ARN se retrotranscribe a ADN 
complementario (ADNc) para, finalmente, amplificarlo en la PCR. Este procedimiento se 
llama Reacción en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RT-PCR). La 
técnica cuantitativa (RT-qPCR) es idéntica a la RT-PCR, a excepción que la cuantificación 
del ADN amplificado se realiza a cada ciclo. En una reacción optimizada, el ADN objetivo 
aproximadamente se dobla a cada ciclo. La cuantificación del ADN objetivo amplificado se 
realiza gracias a un fluorocromo acoplado al ADN, por ejemplo SYBR Green. El primer 
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ciclo en el cual se detecta señal fluorescente debida a la amplificación se conoce como 
ciclo umbral (CT), ver Figura 18. 
 
Figura 18. Ejemplo de amplificación por RT-qPCR SYBR Green de tres muestras tipo [PEG09]. 
Los experimentos de RT-qPCR incluyen un gen de referencia o control para poder 
normalizar los resultados. Típicamente, el gen normalizador es un gen endógeno que se 
expresa de forma constitutiva y constante. En este trabajo, el gen seleccionado es la β-
actina. Además, los experimentos incluyen controles negativos (sin ADN a amplificar) y con 
muestras sin retrotranscripción. De esta manera, se dispone de mecanismos para detectar 
contaminación o señal inespecífica. Algunos de los kit comerciales para RT-qPCR 
contienen una referencia pasiva, como el ROX, que permite normalizar la variación de 
fluorescencia debida a diferencia de volúmenes o la situación de los pocillos. 
Los genes β-actina, αSMA, Col1α1, Fibronectina, MMP2, MMP3, MMP9, FAK y Vinculina, 
relacionados con la adhesión, activación y síntesis y remodelación de ECM por parte de los 
fibroblastos, han sido seleccionados a ser estudiados mediante RT-qPCR. La información 
más específica sobre cada gen estudiado se puede consultar en la Tabla 10. 
 
 
Pág. 48  Memoria 
 
 
4.1.3. Expresión de proteínas. Western Blot y zimografía. 
La expresión de proteínas relacionadas con los genes mencionados anteriormente se 
cuantificó mediante las técnicas de Western Blot y zimografía. 
Las dos técnicas mencionadas requieren de un paso previo de electroforesis. Esta técnica 
permite separar las proteínas por el peso molecular en un gel de acrilamida, mediante la 
difusión de estas a través de los poros del gel. A mayor concentración de acrilamida se 
obtienen poros menores y mejor separación de proteínas de bajo peso molecular. En 
cambio, a menor concentración de acrilamida, los poros son mayores y, por tanto, se 
separan mejor las proteínas de alto peso molecular. Para generar la migración de las 
proteínas se requiere de un campo eléctrico, donde las proteínas van del polo negativo al 
positivo. Como las proteínas poseen carga diversa y dependen del pH del medio, se añade 
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) que envuelve las proteínas y les proporciona carga en 
función del peso molecular. 
La identificación de las proteínas se realiza, posteriormente, mediante la técnica de 
Western Blot. Las proteínas se transfieren del medio gelificado a una membrana de 
nitrocelulosa para detectarlas mediante inmunodetección. Esta técnica consiste entre la 
unión específica y fuerte entre un anticuerpo y su antígeno, ver Figura 19. El anticuerpo 
primario de una especie concreta (ratón, conejo…) se detecta con un anticuerpo 
secundario contra la especie del primario. Este anticuerpo secundario va unido a una 
peroxidasa que genera quimioluminiscencia detectable con films de autoradiografía o una 
cámara CCD. Finalmente, se mide la expresión por densimetría de las bandas detectadas. 
 
Figura 19. Esquema de la interacción entre el antígeno de la proteína, el anticuerpo primario, el anticuerpo 
secundario, la peroxidasa (HRP) y el sustrato revelador. 
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La zimografía es una técnica que permite cuantificar la actividad de las enzimas 
previamente separadas en un gel de acrilamida en presencia de gelatina soluble.  En este 
estudio, se analizaron las MMP liberadas al medio, por lo que se mide la actividad en el 
medio de cultivo. Después de la electroforesis, el gel se lava con una solución que 
recupere la actividad de las proteínas. Posteriormente, el gel se incuba en una solución 
que favorezca la actividad proteolítica de las proteasas, obteniendo una banda degradada 
donde haya una concentración determinada de MMP.   
Las proteínas relacionadas con la adhesión, activación y síntesis y remodelación de ECM 
por parte de los fibroblastos se resumen en la Tabla 9. 
Tabla 9. Pesos moleculares de las proteínas estudiadas mediante Western Blot y zimografía. 
Proteína Peso molecular (kDa) 
β-actina 43 
Colágeno tipo I alfa 1 (Col1α1) 140-210 (inmaduro) 70-90 (maduro) 
Quinasa de adhesión focal (FAK) 125 
Quinasa fosforilada de adhesión focal (pFAK) 125 
Vinculina 117 
α-Actina de músculo plano (αSMA) 42 
Fibronectina 1 (FN) 220 
Metaloproteasa 2 (MMP2) 72  
Metaloproteasa 3 (MMP3) 54 
Metaloproteasa 9 (MMP9) 92 
 
4.1.4. Ensayo de adhesión bacteriana 
Existen diferentes sistemas para cuantificar el crecimiento de los microorganimos en medio 
líquido: 
• Medida de la turbidez del medio
• 
: la técnica consiste en medir mediante 
espectrofotometría la turbidez del medio debida a las células en suspensión 
[ROD09]. 
Recuento de bacterias viables: se separa un volumen de inóculo (medio de cultivo 
en el que se han introducido bacterias y se ha incubado durante un periodo 
determinado) para sembrarlo en medio de cultivo sólido, pudiendo hacer soluciones 
a diferentes concentraciones y diluir la cantidad de bacterias. Se incuban las células 
y se cuantifican las unidades formadoras de colonias (UFC) [ROD09]. Esta técnica 
permite valorar soluciones con menor concentración de colonias. 
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• Cuantificación de la concentración de ADN
• 
: suponiendo que todas las bacterias 
tienen la misma cantidad de ADN, se lisan y se cuantifica la cantidad de ADN por 
volumen (ng ADN/µl medio); a mayor concentración de ADN, mayor número de 
bacterias. 
Medida de la actividad metabólica
En el presente estudio, las técnicas seleccionadas, de acuerdo a la disponibilidad y a la 
concentración inicial de bacterias, son la medida de la turbidez del medio para calcular la 
cantidad de UFC en el inóculo y el recuento de bacterias viables (células viables son 
aquellas que son metabólicamente activas y capaces de dividirse) para determinar la 
cantidad de UFC adheridas a los sustratos a estudiar. 
: la técnica consiste en teñir las bacterias con 
tinciones vitales. Después de la incubación, se lisan las células y se cuantifica el 
cambio de coloración del medio mediante espectrofotometría. 
Otro parámetro que se debe tener en cuenta es el ciclo de crecimiento de poblaciones en 
medio líquido ya que los ensayos se deben realizar al inicio de la fase exponencial. Este 
punto permite asegurar que las bacterias son metabólicamente activas y no alcanzan la 
fase de muerte durante todo el ensayo. En la Figura 20 se pueden ver el ciclo de 
crecimiento de las dos cepas bacterianas utilizadas en el estudio. 
Las principales fases que se pueden identificar son [ROD09]: 
1. Fase de adaptación
2. 
: Los microorganismos adaptan su metabolismo a las 
condiciones ambientales de abundancia de nutrientes para poder inicial el 
crecimiento exponencial. 
Fase exponencial
3. 
: Caracterizada por la elevada velocidad de crecimiento y corto 
plazo. Durante esta fase, las bacterias consumen los nutrientes del medio a 
máxima velocidad. Esta fase corresponde a la infección y proliferación bacteriana.  
Fase estacionaria
4. 
: El número de bacterias se mantiene constante. Las células 
acumulan y liberan de metabolitos que tienen un papel importante en el curso de 
las infecciones bacterianas. Los microorganismos pueden entrar en fase 
estacionaria por falta de nutrientes en el medio, exceso de detritos de la fase de 
crecimiento y la presencia de competidores u otras células que limiten su 
crecimiento. 
Fase de muerte: El número de bacterias viables del cultivo se reduce de forma 
progresiva según la cepa. 
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Figura 20. Curva de crecimiento de S. sanguinis  y L. salivarius. Se representan el crecimiento 
celular medido por la turbidez del medio (densidad óptica o absorbancia a 600nm). Se 
indican las principales fases del ciclo bacteriano: adaptación (A), exponencial (B), 
estacionaria (C) y muerte (D). En los tiempos analizados en el gráfico, la cepa S. Sanguinis 
ha iniciado la fase de muerte.  
 
 
4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
Para caracterizar la respuesta biológica se analizará la morfología celular, la proliferación, 
la citotoxicidad, la expresión génica mediante RT-qPCR y la expresión de proteínas 
mediante Western Blot y zimografía. Las muestras estudiadas se prepararon de acuerdo al 
apartado 3.2.1 del presente proyecto. 
 
4.2.1. Cultivo celular y sembrado 
La línea celular primaria de fibroblastos humanos (HFFs) (Human foreskin fibroblasts, 
Millipore, EEUU) se cultivaron en medio Dulbecco’s Minimum Essential Medium libre de 
rojo fenol (DMEM; Invitrogen, USA) y se suplementó con un 10% de suero bovino fetal 
(FBS), 1% de L-glutamina y 1% penicilina/estreptomicina. El medio se cambió cada dos 
días. La incubación se realizó a 37ºC, 5% dióxido de carbono y 100% humedad relativa. 
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Las muestras se esterilizaron mediante inmersión en etanol al 70% durante 30 minutos. 
Posteriormente, se lavaron dos veces en ultrasonidos con PBS (Phosphate buffered saline) 
y se introdujeron en placas de cultivo de 48 pocillos. En todos los experimentos, las células 
se utilizaron entre los pases seis y diez. Cuando los fibroblastos alcanzaron la 
subconfluencia, se tripsinizaron, se centrifugaron y se sembraron a una densidad de 6.000 
células/disco con medio completo libre de FBS. El poliestireno de la placa de cultivo 
(TCPS) se utilizó como sustrato de referencia. Los análisis se realizaron a 4, 24 y 72 horas 
del sembrado celular. 
El número de células sembradas inicialmente se decidió de unos ensayos previos. Estos 
se realizaron para determinar el número de células iniciales que se podían sembrar y no 
alcanzaran la confluencia hasta el tercer o cuarto día de cultivo. 
 
4.2.2. Morfología celular  
La morfología celular se caracterizó en el FESEM. Previamente, los discos cultivados se 
lavaron con tampón fosfato (PB) 0,1M y se fijaron en glutaraldehido al 2,5% en PB a 4ºC 
durante 1 hora. Seguidamente, las muestras se lavaron dos veces en tampón fosfato y se 
realizó un tratamiento de post-fijación, mejorando el contraste de la muestra en el 
microscopio electrónico. Con este fin se sumergieron en una solución de tetraóxido de 
osmio 1% y ferricianuro potásico en tampón fosfato  durante dos horas. Posteriormente, las 
muestras se lavaron dos veces en tampón fosfato, se deshidrataron en etanol al 50, 70, 90, 
96 y 100% y se secaron en hexamethyldisilazane (HDMS) durante 15 minutos. Las 
muestras se conservaron en el desecador hasta el momento de la observación. 
 
4.2.3. Proliferación 
La cuantificación de células adheridas y la proliferación de estas se realizó utilizando el kit 
Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche Applied Science, Alemania). El kit consiste en un 
análisis colorimétrico que mide la reducción de la sal de tetrazolio por parte de la 
mitocondria deshidrogenasa de las células vivas en formazan. La reacción resultante 
produce un cambio de color del medio que se puede cuantificar mediante 
espectrofotometría. Un incremento en la absorbancia corresponde a un incremento del 
número de células. 
La viabilidad se analizó a los tiempos especificados anteriormente mediante la incubación 
de las células con una solución 1:10 de WST-1 en medio de cultivo durante 1 hora. La 
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densidad óptica a 440 nm del medio sobrenadante se midió en un lector de placas 
universal (Bio-Tek Instruments, Inc., USA). El ensayo se realizó en dos experimentos 
independientes con tres muestras cada uno. Para conocer la correspondencia entre 
absorbancia y número de células, se realizó una curva estándar  entre 3.000 y 50.000 
células. 
 
4.2.4. Citotoxicidad 
La muerte celular se cuantificó mediante la medida del lactato de deshidrogenasa (LDH) 
liberado al medio por las células no viables. A los tiempos especificados, el análisis se 
efectuó con Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche Applied Science), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. El medio de cultivo sobrenadante se recogió y se centrifugó a 
10000 x g durante 10 minutos. El kit también consiste en un análisis colorimétrico que mide 
la reducción de la sal de tetrazolio en formazan por la actividad del LDH. La densidad 
óptica a 490 nm se midió en el lector de placas universal. El ensayo se realizó en dos 
experimentos independientes con tres muestras cada uno. 
 
4.2.5. Expresión génica 
Anterior al ensayo de RT-qPCR se deben realizar procesos previos para preparar y 
adecuar el ADNc a amplificar y detectar. A continuación, se describen estas etapas. 
4.2.5.1. Extracción del ARN mensajero (ARNm). 
La extracción del ARN mensajero se realizó mediante RNeasy Mini Kit (Qiagen, Alemania) 
y siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema consiste en unas columnas de 
centrifugado con una membrana con elevada especificidad por ARN. A las membranas 
únicamente se une ARN con longitudes mayores a 200 bp. 
Los cultivos sobre discos o TCPS se lavaron con PBS, se lisaron con 350 µl de buffer de 
lisis (RLT buffer), se rascaron con una espátula, el medio por condición se juntó y se hizo 
pasar por una aguja para evitar la formación de aglomerados y espuma. Después, se 
añadió etanol hasta obtener una solución al 70% de etanol, se mezcló y se cargo en las 
columnas. Mediante la centrifugación a más de 8000 g durante 15 segundos, la solución es 
filtrada y el ARN se inmoviliza en la membrana. El ARN se recuperó mediante la 
centrifugación con agua libre de ARN. 
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4.2.5.2. Cuantificación del ARN mensajero extraído. 
La cantidad y pureza de ARNm mensajero extraído se cuantificó utilizando un 
espectrofotómetro (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, EEUU). La absorbancia a 
260 nm corresponde al pico de absorbancia de los ácidos nucleicos y a 280 nm 
corresponde al pico de las proteínas. Si el ratio entre la absorbancia a 260 y 280 nm es 
1~2, la muestra se considera pura y libre de contaminación de proteínas. La concentración 
de ARN se obtuvo mediante la ecuación de Lambert-Beer: 
           Ec. 8 
Donde “c” es la concentración de ácidos nucleicos en ng/µl, “A” es la absorbancia, “e” es el 
coeficiente de extinción en ng·cm/µl (para ARN es 40) y “b” es el espesor en cm. 
4.2.5.2. Retrotranscripción (RT) del ARNm 
Para obtener ADNc a partir del ARNm se utilizó QuantiTect Reverse Transcription Kit 
(Qiagen). Durante el proceso, se siguieron las instrucciones del fabricante, ver Figura 21.  
 
 
Figura 21. Procedimiento de retrotranscripción de ARNm a ADNc. 
Primero, se eliminó la posible contaminación de ADN genómico (ADNg) en una incubación 
en el buffer (gADN Wipeout buffer) a 42ºC durante 2 minutos. El ADNg procedente de las 
células lisadas y se debe eliminar o minimizar su detección. Posteriormente, el buffer de 
RT se preparó mediante la mezcla de “Quantitect Reverse Transcriptase”, “Quantiscript 
buffer”, “RT primer mix” y, finalmente, las muestras por separado. La mezcla se incubó 
durante 15 minutos a 42ºC en agitación constante. Seguidamente, se procedió a la 
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inactivación al calentar la muestra hasta 95ºC durante 3 minutos. Además, esta incubación 
produce la degradación del ARN mediante la actividad de ribonucleasa (RNasa H), que 
cataliza la fragmentación por hidrólisis del ARN. El ADNc resultante se conservó a -20ºC 
hasta su utilización. 
4.2.5.3. Real time Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR). 
El diseño de los cebadores directo e inverso para PCR y poder amplificar los genes 
específicos de adhesión, síntesis y remodelación de matriz extracelular, se realizó con la 
ayuda del software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y comparando la propuesta de 
la aplicación “Real Time PCR Assay Design Center” (Roche Applied Science). Los 
parámetros de selección utilizados fueron: aproximadamente 20 bases de longitud (nunca 
superar las 26 bases), temperatura de fusión cercana a 60ºC y aproximadamente 60% de 
guanina y citosina. La especificidad (sólo amplifica el gen objetivo) y la situación respecto 
al intrón se realizó mediante la aplicación Nucleotide Blast (National Center for 
Biotechnology Information, EEUU). Los cebadores seleccionados se indican en la Tabla 
10. En dos ensayos PCR anteriores se comprobó que los iniciadores no formaban dímeros 
y se obtenía amplificación y señal, de este modo se confirmó la correcta selección de los 
cebadores. 
El ADNc resultante se amplificó utilizando QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) 
en el equipo ABIPrism 7700 (Applied Biosystems, EEUU). Siguiendo las instrucciones del 
fabricante, primero se mezclaron el buffer QuantiFast SYBR del kit a una concentración 
final 1x, los primers a 0,5 µM, 20 µg de ADNc y agua libre de ribonucleasas hasta un 
volumen final de reacción de 25 µl. El ensayo se inició con un calentamiento a 95ºC 
durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalización (10 segundos a 95ºC), 
extensión y elongación (30 segundos a 60ºC). En cada ciclo, durante este último paso el 
equipo excitaba a 494 nm y recolectaba los valores de fluorescencia a 521 nm. Al final de 
cada ensayo se realizó la recta de fusión para observar si se habían formado dímeros, ver 
Figura 22. 
El ciclo térmico permite activar el ADN polimerasa a 95ºC y, a continuación, los ciclos de 
baja y alta temperatura en el termociclador permiten que, en la primera etapa, las hebras 
de ADN se separan a 95ºC. En la segunda etapa, a unos 60ºC, los cebadores se unen al 
fragmento de ADN objetivo y cada hebra se une a polimerasas. Durante la rampa de 
subida de la temperatura, a 70ºC aproximadamente, la polimerasa sintetiza una nueva 
hebra de ADN, es decir, duplica el ADN al cual se ha acoplado. 
Tabla 10. Secuencia ADN de los cebadores directos e inversos para cada gen utilizados en RT-qPCR. 
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Gene Referencia Secuencia de los cebador Amplicón (bp) 
β-actina NM_001101.3 Fw:AGAGCTACGAGCTGCCTGAC Rv:CGTGGATGCCACAGGACT 114 
Vinculina (VCL) NM_003373.3 Fw:CTGAACCAGGCCAAAGGTT Rv:GATCTGTCTGATGGCCTGCT 78 
Quinasa tirosina 2 (PTK2) 
Quinasa de adhesión 
focal (FAK) 
NM_153831.3 
NM_005607.4 
NM_001199649.1 
Fw:CGACAGCAACAGGAAATGG 
Rv:TGCCTCGAGAGAGTCTCACAT 88 
α-Actina de músculo 
plano (ACTA2, αSMA) 
NM_001141945.1 
NM_001613.2 
Fw:CTGTTCCAGCCATCCTTCAT 
Rv:TCATGATGCTGTTGTAGGTGGT 70 
Metalopeptidasa de 
matriz 2 (Gelatinasa A) 
(MMP2) 
NM_004530.4 
NM_001127891.1 
Fw:CGGTTTTCTCGAATCCATGA 
Rv:GGTATCCATCGCCATGCT 76 
Metalopeptidasa de 
matriz 3 (Estromelsina1-
Progelatinasa) MMP3 
NM_002422.3 Fw:GCAAGGACCTCGTTTTCATT Rv:CTCTTGGGTATCCAGCTCGT 81 
Metalopeptidasa de 
matriz 9 (Gelatinasa B) 
MMP9 
NM_004994.2 Fw:GAACCAATCTCACCGACAGG Rv:GCCACCCGAGTGTAACCATA 67 
Fibronectina 1 (FN) 
NM_212482.1 
NM_002026.2 
NM_212478.1 
NM_212476.1 
NM_212474.1 
NM_054034.2 
Fw:GAACTATGATGCCGACCAGAA 
Rv:GGTTGTGCAGATTTCCTCGT 67 
Colágeno tipo I alfa 1 
(COL1α1) NM_000088.3 
Fw:AGGTCCCCCTGGAAAGAA 
Rv:AATCCTCGAGCACCCTGA 96 
 
 
Figura 22. Análisis de la curva de fusión de dos muestras, A y B. La muestra A presenta un único pico 
específico de amplificación del producto, no se observa co-amplificación de dímeros. En cambio, la muestra B 
muestra el pico específico y un pico a menor temperatura debida a la unión de los cebadores. 
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Todas las muestras se normalizaron por el nivel de expresión de β -actina (gen de 
referencia). La variación de expresión o Fold Change (FC) se relativizó a la condición 
TCPS a 4 horas mediante la siguiente ecuación: 
FC = Etarget ∆Cq target (TCPS4h – Surface) / Ereference∆Cq reference (TCPS4h – Surface)    Ec. 9 
Donde Cq es el valor medio de cuantificación de cada ciclo y E es la eficiencia de 
amplificación, obtenida de recta de la recta de calibración. 
 
4.2.6. Expresión proteínas 
Previo a la detección y cuantificación de la expresión de las proteínas a estudiar se deben 
realizar etapas previas que se describen a continuación. 
A cada tiempo de estudio, 15 muestras de cada condición se lisaron con el buffer RIPA (50 
mM Tris-HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.25% sodium deoxycholate, 2% SDS, 1mM EDTA, 
más inhibidores de proteasas). El extracto se centrifugó a 12.000 g durante 10 minutos a 
4ºC. 
4.2.6.1. Cuantificación de proteína total. 
La cuantificación de la concentración de proteína total se realizó mediante en ensayo 
colorimetría con ácido bicinconínico (BCA Protein Assay; Pierce, EEUU). Inicialmente, el 
BCA forma parte de un complejo con Cu2+, con coloración verdosa, y al entrar en contacto 
con los aminoácidos cisteína, cistina, triptófano y tirosina, los enlaces peptídicos y la 
estructura macromolecular de las proteínas, el ion Cu2+ es reducido a Cu1+. La solución 
resultante cambia la coloración a tonalidades violetas. El producto resultante violeta está 
formado por la interacción de dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cu1+) 
proporcionando la máxima absorbancia a 562 nm. La cantidad de iones de cobre reducidos 
es proporcional a la cantidad de proteínas presentes. Siguiendo las instrucciones del 
fabricante, los reactivos A y B se mezclaron en una proporción 50:1 y se expusieron a 20 µl 
de cada extracto de proteínas. La reacción tuvo lugar a 37ºC durante 30 minutos. 
Posteriormente, la densidad óptica se midió en el lector de placas universal. 
4.2.6.2. Preparación de geles de bis-acrilamida. 
Los geles de bis-acrilamida se prepararon con los accesorios del sistema Mini PROTEAN 
® (Bio-Rad Laboratories, Inc, EEUU), antes de realizar la electroforesis. Las proporciones 
Pág. 58  Memoria 
 
 
de reactivos utilizados para preparar los geles separadores para Western Blot (10% bis-
acrilamida), la zimografía (8%) y el gel concentrador (5%) se indican en la Tabla 11. 
Tabla 11. Volumen (ml) de reactivos por cada ml de gel de electroforesis de SDS-poliacrilamida. *: El gel para 
zimografía incluye 1,5 mg de gelatina bovina o caseína porcina por ml de gel. 
Concentración de gel 5% 8%* 10% 
Agua milliQ 0,68 0,46 0,40 
30% acrilamida 0,17 0,27 0,33 
Tris-HCl 1,5M pH8,8 - 0,25 0,25 
Tris-HCl 1,0M pH6,8 0,13 - - 
SDS 10% 0,01 0,01 0,01 
APS 10% 0,01 0,01 0,01 
TEMED 0,0001 0,0006 0,0004 
 
4.2.6.2. Electroforesis 
A cada pocillo del gel de electroforesis, se cargó 20 µg de proteína de cada condición. 
Además, a los pocillos extremos sólo se cargaron 5 µl de marcador de peso molecular 
(Precision Plus Protein “Dual Color Standards”, Bio-Rad Laboratories, Inc), para facilitar la 
identificación de las bandas reveladas en la zimografía o la inmunodetección. Previamente, 
la proteína a analizar se mezcló con tampón de carga hasta una concentración final 1x 
(Tampón de carga 5X: 25% Tris-HCl 1,0M pH6,8; 10% p/v SDS; 2% p/v azul de 
bromofenol; 50% glicerol; 5% β-mercaptoetanol) y se calentó hasta 99ºC durante 5 
minutos. Las proteínas se calientan y se les incorpora β -mercaptoetanol para ayudar a 
romper los puentes disulfuros de las proteínas, obteniendo una estructura lineal de cada 
proteína. De manera que el SDS envuelve la proteína y le da carga eléctrica negativa 
definitiva. Por lo tanto, la actividad de las proteínas se pierde. Para la zimografía no se 
añade β-mercaptoetanol porque se intenta preservar la actividad enzimática. 
La electroforesis se realizó en una cubeta con tampón de electroforesis (0,3% p/v Trizma 
base, 1,9 % p/v Glicina, 0,1% p/v SDS) a un potencial de 100V y 40 mA/gel. 
4.2.6.3. Western Blot - Transferencia 
Las proteínas a detectar por inmunodetección, se transfirieron a la membrana de 
nitrocelulosa en una cubeta con tampón de transferencia (0,58% p/v Trizma base, 0,32% 
p/v Glicina/litro, 0,04% p/v SDS y 20% v/v metanol) a un potencial de 60V y 4ºC durante 
toda la noche. El montaje se realizó de acuerdo a la Figura 23, es importante utilizar un 
rodillo para eliminar las burbujas de aire y mantener el orden de las láminas para que las 
proteínas vayan del gel a la membrana. 
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Figura 23. Distribución de las espumas, papel Whatman, membranade nitrocelulosa  y gel de acrilamida para 
la etapa de transferencia. 
Después de la transferencia se comprobó la correcta transferencia mediante la tinción con 
Ponceau (0,5% Ponceau S y 1% ácido acético) durante 5 minutos. Posteriormente, se 
aclaró con agua milliQ hasta visualizar las bandas de las proteínas. 
4.2.6.4. Western Blot - Inmunodetección 
Las membranas de nitrocelulosa tienen una elevada afinidad por proteínas y anticuerpos. 
Para evitar detección inespecífica, es decir, afinidades entre membrana y anticuerpo en las 
regiones donde no hay proteínas procedentes de la transferencia,  las membranas se 
incubaron en tampón de bloqueo (0.9% NaCl, 0.02 M Tris pH 7.5, 0.05% Tween-20 y 5% 
leche en polvo descremada) a temperatura ambiente durante 60 minutos.  
Una vez finalizado el bloqueo, las membranas se incubaron con sus respectivos 
anticuerpos primarios. Las condiciones de la incubación de cada anticuerpo primario se 
resumen en la Tabla12. 
La detección del anticuerpo primario se realizó con un anticuerpo secundario contra la 
especie de dichos anticuerpos primarios. Las condiciones de la incubación de cada 
anticuerpo secundario se resumen en la Tabla 11. Después de cada incubación con 
anticuerpo primario o secundario se realizaron tres lavados de 10 minutos en agitación con 
T-TBS (0.9% NaCl, 0.02 M Tris pH 7.5, 0.05% Tween-20). 
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Tabla 12. Anticuerpos primarios humanos seleccionados para la inmunodetección de las proteínas a estudiar. 
Anticuerpo Proveedor Especie clon Condiciones 
β-actina (sc-69879) 
Santa Cruz 
Biotechno-
logy 
Monoclonal de ratón  1:500, 2 horas y 20 ºC 
Col1α1 (sc-28657) Policlonal de conejo  1:500, 72 horas y 4 ºC 
FAK (sc-271195) Policlonal de ratón  1:100, 72 horas y 4 ºC 
pFAK (sc-11765-R) Policlonal de conejo  1:100, 72 horas y 4 ºC 
Vinculina (V9131) 
Sigma 
Aldrich 
Monoclonal de ratón  1:500, 2 horas y 20 ºC 
αSMA (A5228) Monoclonal de ratón  1:500, 2 horas y 20 ºC 
FN (F3648) Policlonal de conejo  1:500, 2 horas y 20 ºC 
 
Tabla 13. Anticuerpos secundarios contra los anticuerpos primarios humanos utilizados para detectar las 
proteínas a estudiar 
Anticuerpo Proveedor Condiciones 
Goat Anti-ratón (P0047) 
Dako 
1:1000, 2 horas y 20 ºC 
Goat Anti-conejo (P0048) 1:2000, 2 horas y 20 ºC 
 
Seguidamente, las membranas se expusieron al sustrato luminiscente del kit (Amersham 
ECL Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare, EEUU) durante 150 
segundos. Finalmente, las bandas se revelaron en la sala oscura mediante la exposición a 
una película tipo Kodak por el tiempo requerido hasta la detección de las bandas sin 
alcanzar la saturación. Las bandas se cuantificaron por densitometria con el analizador 
digital de imágenes (Quantity One Quantitation SoftwareTM, Bio-Rad Laboratories, Inc). 
4.2.6.5. Zimografía 
La actividad de la matriz metaloproteasas se analizó mediante zimografía de gelatina o 
caseína [GDQ09]. A los tiempos especificados, el medio de cultivo sobrenadante se 
recogió, se centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos y se cuantificó la proteína total 
mediante el ensayo de colorimetría con ácido bicinconínico, ver apartado 4.2.6.1. La 
preparación de los geles de bis-acrilamida y la electroforesis se realizó como se ha 
explicado en los apartados 4.2.6.2 y 4.2.6.3, a excepción que las muestras a cargar no 
contienen β-mercaptoetanol ni se calientan a 99ºC. 
La recuperación de la actividad metaloproteasa se realizó mediante incubación en Triton X-
100 y, de esta manera, se retira el SDS, recuperando la estructura de la proteína. La 
actividad proteolítica se activó mediante la incubación a 37ºC durante 22 horas. Los geles 
se tiñeron con azul de comasio para detectar las bandas de digestión del gel y se cuantificó 
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mediante análisis densitométrico en el analizador digital (Quantity One Quantitation 
SoftwareTM, Bio-Rad Laboratories, Inc). 
 
4.2.6. Ensayo de adhesión bacteriana 
Las cepas bacterianas S. sanguinis (CCUG 17826) y L. salivarius (CECT 4063) se 
reconstituyeron en medio estéril Todd Hewitt y MRS (Scharlab S.L., España), 
respectivamente. Se cultivaron en placas de agar con sus respectivos medios durante 24 
horas. Tres colonias de cada cepa se cogieron, se resuspendieron en 10 ml del 
correspondiente medio y se incubaron durante toda la noche a 37ºC. Los medios se 
mezclaron y diluyeron hasta obtener una densidad óptica de 0,2 a una longitud de onda de 
600 nm. Esta densidad óptica corresponde a una concentración de 108 UFC/mL. 
Las muestras, esterilizadas mediante autoclave a 121ºC durante 30 minutos, se colocaron 
en placas de cultivo de 96 pocillos. Cada muestra se expuso a 100 µl de inoculo de cada 
cepa bacteriana a 37ºC durante 2 horas. 
Para determinar la cantidad de bacterias adheridas a la superficie, las muestras se lavaron 
dos veces con PBS. A continuación, cada muestra se traslado a un eppendorf con 1 mL de 
solución de Ringers para ser sometidas a agitación vigorosa con el vortex durante 5 
minutos. De este modo, las bacterias se sueltan de la superficie de las muestras y se 
resuspenden en el medio. De este medio se realizaron diluciones a 1:10 y 1:100 para ser 
sembradas sobre placas de agar del correspondiente medio. Las placas se incubaron a 
37ºC durante 48 horas y, finalmente, se contaron manualmente las UFCs formadas. Los 
resultados se normalizaron de acuerdo al área real, que corresponde a la superficie 
nominal a estudiar multiplicada por el Si obtenido por microscopía interferométrica. 
 
4.2.7. Análisis estadístico 
Todos los experimentos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se expresan a 
través de la media y el error estándar. Diferencias entre los diferentes grupos/condiciones 
se analizaron mediante test ANOVA con un ensayo multicomparativo Fisher y se 
consideraron diferencias estadísticamente significativas si p<0,05. Los análisis estadísticos 
se realizaron con el software Minitab 15.1 (Minitab Inc., EEUU). 
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.3.1. Morfología celular 
La adhesión y extensión de los fibroblastos a las 4 horas de cultivo se ha podido observar 
mediante el FESEM. En las condiciones TCPS y F0 (Figura 24), los fibroblastos se 
encuentran adheridos y extendidos sobre la superficie, sin ninguna orientación específica. 
En cambio, las superficies mecanizadas F10, F50 y F100 (Figura 24 y Figura 25) muestran 
las células orientadas y extendidas a lo largo de las microranuras. Concretamente, la 
condición F100 presenta fibroblastos adheridos totalmente en el interior de las ranuras, 
presentando una morfología parcialmente estirada. En cambio, las superficies F10 y F50 
presentan células adheridas y estiradas por encima de más de una ranura. En algunas 
regiones de las muestras F10 y F50 se han observado células adheridas a dos crestas 
consecutivas ranuras, ver Figura 25 - detalle F50. A mayor magnitud, se pueden observar 
como para todas las condiciones los fibroblastos presentan puntos de adhesión al titanio 
del tipo filopodios, proyecciones citoplasmáticas delgadas que forman parte de los puntos 
de adhesión focal. 
Los fibroblastos, a las 24 horas de cultivo, se han distribuido uniformemente por toda la 
superficie y mantienen la orientación paralela a las ranuras y se siguen observando una 
elevada cantidad de puntos de adhesión, ver Figura 26. A las 72 horas, las células forman 
una capa subconfluente que cubre totalmente la superficie de titanio, ver Figura 27. A este 
tiempo, cabe destacar que los fibroblastos en las superficies F100 aún no han ocupado 
totalmente las crestas de las ranuras sino que se mantiene ocupando los valles de la 
superficie. 
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Figura 24. Imágenes obtenidas por FESEM de los cultivos de fibroblastos sobre la superficie mecanizada F10 
y las superficies planas (TCPS y F0) a las 4 horas después del sembrado. A la derecha se puede observar una 
imagen detalle de cada condición. 
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Figura 25. Imágenes obtenidas por FESEM de los cultivos de fibroblastos sobre las superficies mecanizadas 
F50 y F100 a las 4 horas después del sembrado. A la derecha se puede observar una imagen detalle de cada 
condición. Los detalles reflejan células adheridas sobre la cresta de las ranuras y como la red de filopodios se 
extiende alrededor de toda la célula. 
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Figura 26. Imágenes obtenidas por FESEM de los cultivos de fibroblastos sobre las superficies mecanizadas 
(F10, F50 y F100) y las superficies planas (TCPS y F0) a las 24 horas después del sembrado. La imagen 
suplementaria muestra el origen y la geometría de los filopodios, los cuales están orientados en la dirección de 
migración de la célula. 
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Figura 27. Imágenes obtenidas por FESEM de los cultivos subconfluentes de fibroblastos sobre las superficies 
mecanizadas (F10, F50 y F100) y las superficies planas (TCPS y F0) a las 72 horas después del sembrado. La 
imagen suplementaria muestra como los fibroblastos se adaptan a la geometría superficial del titanio; en esta 
imagen también se observa un aumento de la comunicación directa entre células, a pesar de una reducción de 
cantidad de filopodios. 
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4.3.2. Proliferación y citotoxicidad 
El número de células viables se incrementa gradualmente con el tiempo para todas las 
condiciones estudiadas. Después de 4 horas de cultivo hay más células viables sobre la 
condición F100, ver Figura 28. Estas diferencias son estadísticamente significativas 
respecto F0 (56%), F10 (77%) y F50 (20%). Después de 24 y 72 horas de cultivo, ya no 
existen diferencias significativas en el número de células, a excepción entre F0 y TCPS a 
24 horas desaparecen. Todas las condiciones estudiadas presentan una curva de 
proliferación similar y alcanzan la confluencia a 72 horas de cultivo, por lo que se asume 
que las diferencias en la cantidad de células son debidas a la adhesión inicial. 
La citotoxicidad se midió a través del LDH liberado al medio por las células dañadas, los 
resultados se presentan en la Figura 29. El porcentaje de citotoxicidad en ningún caso ha 
superado el 10%, por lo que en las condiciones de estudió no se observan efectos 
citotóxicos. De acuerdo a la Norma UNE EN ISO10993:2009 Evaluación biológica de 
productos sanitarios. Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro se consideran efectos 
ligeramente citotóxicos cuando el porcentaje de citotoxicidad es mayor del 20%, se 
observa lisis celular y/o el crecimiento celular se reduce. 
 
Figura 28. Ensayo de proliferación WST-1 a 4, 24 y 72 horas después del sembrado las superficies 
mecanizadas (F10, F50 y F100) y las superficies planas (TCPS y F0). Se puede observar cómo se adhieren 
mejor y proliferan antes los fibroblastos sobre la superficie F100.  Diferencias estadísticamente significativas 
para cada tiempo (p<0,05): a)  indica diferencias significativas respecto F0, b) respecto F10, c) respecto F50 y 
d) respecto F50 
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Figura 29. Ensayo de citotoxicidad mediante la actividad de LDH a 4, 24 y 72 horas después del sembrado las 
superficies mecanizadas (F10, F50 y F100) y las superficies planas (TCPS y F0). No se observan efectos 
citotóxicos ya que el porcentaje de muerte no ha superado en ningún caso el 10%. Diferencias 
estadísticamente significativas para cada tiempo (p<0,05): a)  indica diferencias significativas respecto F0 y b) 
respecto F10. 
 
4.3.3. Expresión genética 
Los resultados de la expresión génica normalizados se muestran en la Figura 30 
agrupados según la función de cada gen. 
La expresión de ARNm Vinculina y ARNm FAK presentan la misma tendencia para los 
tiempos estudiados. A las 4 horas de cultivo, las superficies mecanizadas presentan un 
incremento de expresión de ambos genes respecto a la superficie lisa de titanio. A las 24 
horas, todas las condiciones presentan mayores niveles de expresión respecto las 4 horas. 
Concretamente, las superficies F0 y F100 aumentan la expresión respecto las otras 
condiciones. A las 72 horas, mientras la expresión de ambos genes decrece para F0 y 
F100, la expresión para F10 y F50 aumenta. 
El marcador de miofibroblastos activos presenta una activación significativamente mayor a 
las 4 y 24 horas en la superficie F100. En cambio, a las 72 horas de cultivo es la condición 
con menor expresión de αSMA. El resto de condiciones de titanio presentan un incremento 
de expresión gradual en función del tiempo. 
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Figura 30. Análisis de la expresión génica obtenidos mediante RT-qPCR de los genes de adhesión (Vinculina y 
FAK), síntesis de ECM (Colágeno 1α1 y Fibronectina), marcador de miofibroblastos (α-SMA) y remodelación de 
ECM (MMP2, MMP3 y MMP9) en cultivos de fibroblastos humanos sobre las diferentes superficies de estudio. 
Diferencias estadísticamente significativas para cada tiempo (p<0,05): a)  indica diferencias significativas 
respecto F0, b) respecto F10, c) respecto F50 y d) respecto F50. 
Respecto a la síntesis de matriz extracelular, la expresión génica de Fibronectina y 
Colágeno tipo 1 alfa 1 (COL1α1) es significativamente menor respecto a TCPS para las 
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superficies de titanio a las 4 horas, aunque las superficies de titanio ranuradas presentan 
mayor expresión que la superficie de titanio lisa. Esta tendencia cambia a las 24 horas, 
donde la expresión aumenta para todas las condiciones, siendo significativamente mayor 
para F0 y F100. A las 72 horas, la expresión de Fibronectina aumenta para F0, F10 y F50, 
aunque para F100 decrece. A este mismo tiempo el COL1α1 sólo aumenta para F10. 
La expresión de ARNm metaloproteasas, relacionadas con la remodelación de la matriz y la 
regulación de la inflamación, presenta una tendencia similar a los genes previamente 
descritos. La condición F100 presenta una sobreexpresión de MMP2 a las 4 horas y decrece 
en función del tiempo. Sin embargo, las otras condiciones estudiadas presentan un 
incremento gradual de MMP2 durante el estudio. Para todas superficies, la expresión de 
MMP3 y MMP9 incrementa hasta las 24 horas y posteriormente se reduce. Cabe remarcar 
que a las 4 horas, las superficies TCPS y F100 sobreexpresan MMP9. 
 
4.3.4. Expresión proteínas 
Junto a la expresión génica, el nivel de secreción de cada proteína se ha estudiado 
mediante los ensayos de Western Blot o zimografía. La Figura 31 muestra las bandas 
detectadas para cada proteína. La actividad de la metaloproteasa 3 no se pudo detectar 
mediante las condiciones seleccionadas. 
 
Figura 31. Imagen de las proteínas analizadas mediantes Western Blot (vinculina, FAK, pFAK, αSMA, 
fibronectina, β-actina, COL1α1 maduro e inmaduro) y zimograf ía (MMP2 y MMP9). 
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Los resultados de la cuantificación y normalización de las proteínas estudiadas mediante 
western se presentan en la Figura 32, mientras que la cuantificación de la actividad de las 
metaloproteasas se muestra en la Figura 33. 
Figura 32. Análisis de los niveles de expresión de proteínas obtenidos mediante Western Blot de proteínas de 
adhesión (vinculina, FAK y pFAK), síntesis de ECM (colágeno 1α1 y fibronectina), marcador de miofibroblastos 
(α-SMA). Diferencias estadísticamente significativas para cada tiempo (p<0,05): a)  indica diferencias 
significativas respecto F0, b) respecto F10, c) respecto F50 y d) respecto F50. 
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Los niveles de vinculina incrementan a lo largo del ensayo, alcanzando el máximo a las 72 
horas de cultivo. A este tiempo de cultivo, F0 y F10 presentan los valores mayores de 
expresión de esta proteína. 
La expresión de la proteína FAK no se detectó para ninguna condición a 4 horas, por lo 
que los valores obtenidos se normalizaron según TCPS a 24 horas. A las 24 horas de 
cultivo, los niveles de la proteína FAK son mayores para las superficies ranuradas. Al final 
del cultivo, ya no existen diferencias significativas entre las condiciones estudiadas. La 
expresión de la forma fosforilada del FAK sólo se detectó en F10 a 24 horas y TCPS, F0 y 
F10 a las 72 horas. 
Respecto a las proteínas de ECM, los niveles de fibronectina incrementan gradualmente 
durante los tiempos estudiados. A las 72 horas la secreción de fibronectina en las 
superficies de titanio es significativamente mayor que en el TCPS. Considerando la 
deposición de proteína total COL1α1 no hubo diferencias significativas entre las diferentes 
superficies. Cabe destacar que las superficies de titanio, incluso en tiempos cortos, los 
niveles de COL1α1 son elevados, mientras que en TCPS el colágeno maduro aparece a 
tiempos más largos. Además, a las 72 horas de cultivo, los niveles de colágeno maduro 
son mayores en el titanio ranurado, especialmente en F10. Sin embargo, las cantidades de 
colágeno total en TCPS fueron similares a las superficies de titanio a las 24 y las 72 horas, 
debido a la deposición de pro-colágeno. 
La zimografía en el gel de acrilamida y gelatina muestra un incremento de la actividad de la 
proteína proMMP2 durante todo el tiempo de cultivo en todas las superficies. A las 4 horas, 
las superficies de titanio presentan un incremento de la actividad respecto el TCPS, 
específicamente las superficies mecanizadas presentan un incremento significativo de la 
actividad de proMMP2. La actividad de la MMP2 también aumenta con el tiempo para 
todas las condiciones, aunque para F10 a 24 horas existe un pico de actividad muy por 
encima de las demás condiciones. 
En cambio, el máximo de la actividad de la proteína proMMP9 se encuentra a las 4 horas 
para las superficies F10, F50 y F100. Esta actividad decrece a las 24 horas y se mantiene 
en los mismos niveles a 72 horas. La actividad de proMMP9 en el titanio liso aumenta 
ligeramente a los tiempos de análisis. Parece que el descenso de la actividad de proMMP9 
va acompañado de un aumento de la actividad de proMMP2. También, el descenso de la 
actividad de proMMP9 está coordinado con un aumento de la actividad de MMP9, la cual 
va aumentando a cada tiempo, siendo significativamente mayor para F50 y F100 a las 72 
horas. 
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Resumiendo, la actividad de proMMP2, MMP2 y MMP9 aumenta gradualmente con el 
tiempo, mientras la actividad de proMMP9 decrece, y se observa un estímulo de la 
actividad de proMMP2 y proMMP9 a corto plazo para las superficies ranuradas. Además, 
F50 y F100 tienen mayor actividad de MMP9 al final del cultivo. 
 
Figura 33. Análisis de los niveles de la actividad de proteínas obtenidos mediante zimografía de proteínas de 
remodelación de ECM (MMP2, MMP3 y MMP9). Diferencias estadísticamente significativas para cada tiempo 
(p<0,05): a)  indica diferencias significativas respecto F0, b) respecto F10, c) respecto F50 y d) respecto F50. 
 
4.3.5. Adhesión bacteriana 
Las dos cepas bacterianas, S. sanguinis y L. salivarius, presentaron el mismo 
comportamiento de adhesión en las superficies de titanio, ver Figura 34. La adhesión de S. 
sanguinis es mayor para las superficies mecanizadas respecto a la superficie lisa de 
titanio, siendo significativamente mayor para F50 y F100 respecto F0 y F10. El mismo 
comportamiento se observa para L. salivarius. Las diferencias en el número total de 
colonias adheridas entre ambas cepas se debe a que L. salivarius tiene un ciclo de 
crecimiento más rápido y alcanza concentraciones mayores, ver Figura 20. 
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Figura 34. Adhesión de S. sanguinis y L. salivarius sobre las diferentes superficies de titanio. Los resultados 
muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) normalizado por el área real de cada muestra (mm2). 
Diferencias estadísticamente significativas para cada tiempo (p<0,05): a)  indica diferencias significativas 
respecto F0 y b) respecto F10. 
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CAPÍTULO 5: 
Discusión general del proyecto 
La utilización de implantes dentales endoóseos en la sustitución de piezas dentales es una 
técnica ampliamente utilizada. Sin embargo, este tratamiento puede sufrir complicaciones a 
lo largo de su vida en servicio por infecciones bacterianas, entre otros motivos. Como se 
ha explicado en capítulos anteriores, una de las principales causas de las infecciones 
sufridas por los implantes es la pérdida del sellado biológico 
Con el objetivo de mejorar el sellado biológico y la fibrointegración del cuello de los 
implantes dentales, en el presente trabajo se han fabricado superficies de titanio con 
diferentes dimensiones de microranuras. Estas modificaciones se han realizado mediante 
la técnica de mecanizado, método simple y económico respecto otras técnicas de 
modificación topográfica.  
Las superficies obtenidas presentan ranuras regulares con anchos de 10, 50 y 100 µm. 
Además, estas superficies contienen una nanorugosidad inherente a la técnica de 
procesado, la obtención de la cual no se buscó, aunque debe ser considerada en el 
análisis de los parámetros superficiales y de los resultados biológicos. Respecto a la 
mojabilidad y la energía superficial, el análisis revela que el mecanizado no altera el ángulo 
de contacto intrínseco, ya que se trata del mismo titanio para las condiciones estudiadas, y 
la energía superficial total es la misma. Aunque es remarcable que el mecanizado aumenta 
ligeramente la componente dispersiva, mientras la componente polar decrece. 
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La adhesión inicial de las células sobre el sustrato es un proceso crítico para la viabilidad 
celular. Este proceso no sólo depende de la naturaleza del material, sino que también 
depende de factores como la topografía superficial. Los resultados obtenidos muestran que 
los fibroblastos se adhieren más rápidamente y con mayor extensión a las superficies F100 
comparado con las otras superficies de titanio y que todas las condiciones presentan las 
mismas tendencias de proliferación a lo largo de los tiempos de estudio. Además, las 
imágenes obtenidas mediante FESEM muestran que las superficies mecanizadas, F10, 
F50 y F100, presentan una adhesión y una proliferación orientada paralelamente a la 
dirección de las ranuras. Contrariamente en las superficies planas, F0 y TCPS, las células 
se presentan extendidas en todas direcciones. El efecto del ranurado de mecanizado en la 
orientación celular has sido publicado anteriormente [BRC99] [YMI03], para ranuras con 
anchos menores a 50-60 µm, en estas dimensiones las células se alinean totalmente en el 
interior de los surcos. Bajo las condiciones estudiadas, nuestros resultados muestran que 
los fibroblastos humanos se acomodan y se orientan mejor en las ranuras de 100 µm. 
Sobre esta superficie adoptan una morfología estirada como en la superficie F0, indicando 
una mayor activación de los miofibroblastos [KAZ06], como se puede comprobar en la 
expresión de αSMA. Respecto a la adhesión inicial sobre las superficies, los resultados 
sugieren que el fenómeno de adhesión y orientación es sensible a la microranuras 
obtenidas. 
Las superficies con una mejor adhesión, más rápida, obtienen un incremento de los niveles 
expresión de vinculina y FAK. La vinculina está relacionada con la formación temprana de 
puntos focales de adhesión y, como se puede observar en los resultados, la expresión del 
gen y de la proteína se expresan significativamente a las 4 horas de cultivo. El FAK está 
relacionado con la maduración de las estructuras de los puntos focales y se secreta más 
tardíamente, aunque los niveles de expresión del gen también son significativos a las 4 
horas de cultivo. Las condiciones menos rugosas, TCPS, F0 y F10, presentan una 
expresión elevada de la forma fosforilada del FAK, pFAK. Indicando la presencia de 
uniones fuertes entre la célula y el material, lo que sugiere una disminución significativa de 
la migración celular y el alcance de la confluencia. Estos resultados se pueden confirmar 
mediante las imágenes de FESEM, donde se puede observar que las condiciones F50 y 
F100 presentaban pequeñas regiones en las crestas sin células. 
En situaciones fisiológicas y patológicas, como la fibrointegración de los implantes 
dentales, los fibroblastos son reclutados en el sitio de la lesión y se activan a un estado 
transitorio denominado miofibroblastos, en el cual expresan αSMA. Lo que conlleva ciertos 
cambios iniciales a nivel de citoesqueleto, síntesis y remodelación de la ECM [GBP01] 
[KAZ06]. En el presente trabajo se observa como los fibroblastos adquieren 
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tempranamente morfologías activas y la expresión del gen αSMA aumenta gradualmente 
hasta las 72 horas, a excepción de F100 que decrece signifitivamente. La expresión de la 
proteína αSMA ya es elevada desde el inicio y decrece gradualmente para todas las 
condiciones, aunque el nivel de αSMA en F10 a 72 horas sigue siendo elevado, 
probablemente este fenómeno se deba a las dificultades en la adhesión inicial que redujo 
la proliferación celular inicial de esta condición. Estos resultados concuerdan con el hecho 
que el número de miofibroblastos y, por tanto, de la expresión de αSMA se reducen 
cuando el tejido está reparado [KAZ06]. El mecanismo por el que se reduce el número de 
miofibroblastos no está totalmente claro, ya que algunos investigadores [TGH02] [KAZ06] 
sugieren que los miofibroblastos sufren una muerte programada, conocida como apoptosis, 
por el incremento de estímulos mecánicos del tejido remodelado. A las 72 horas no se 
observa un incremento de la actividad de LDH debido a células dañadas, por lo que, se 
puede pensar que parte de la actividad detectada se puede deber a los miofibrobastos 
muertos o que este mecanismo no es demostrable bajo las condiciones seleccionadas. 
La activación de los fibroblastos también se ha analizado desde el punto de vista de la 
secreción de proteínas de la ECM y de las metaloproteasas. La fibronectina es una 
proteína que interviene en el proceso de adhesión celular y está directamente relacionada 
con la adhesión focal [PEG09]. Se ha podido comprobar que posteriormente a la adhesión 
celular, la secreción y la deposición de fibronectina aumenta con el tiempo para todas las 
superficies de titanio, acorde con un incremento de los niveles de vinculina y FAK. No 
obstante, las superficies con menor rugosidad (F0 y F10) muestran mayor producción de 
fibronectina y también son las condiciones en las que la expresión de αSMA se mantiene 
más elevada a las 72 horas de cultivo y, por lo tanto, indica una mayor cantidad de 
fibroblastos activos. El análisis de la síntesis de colágeno muestra como las superficies de 
titanio inducen la maduración del colágeno secretado a tiempos cortos, siendo mayor la 
cantidad de colágeno maduro en las superficies mecanizadas para todos los tiempos. 
Asimismo, las metaloproteasas son importantes en la degradación y remodelación de la 
ECM, teniendo un papel importante en el manteniendo de la homeostasis de la ECM. Para 
prevenir la formación de una fibrosis en los tejidos a reparar, se debe producir la activación 
de las MMPs para alcanzar el último paso de la remodelación. La fibrosis es un incremento 
de la cantidad de moléculas y proteínas que conlleva la desnaturalización de la 
arquitectura de la ECM y la pérdida de funcionalidad. En nuestros resultados, se 
demuestra que, después de la deposición de componentes de la matriz, los fibroblastos 
comienzan a remodelar esta mediante la activación de MMPs en las superficies ranuradas. 
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Además de estudiar la influencia de las microranuras sobre los mecanismos de reparación 
del tejido, se debe comprobar el efecto sobre la prevención de la colonización bacteriana 
que puede ocurrir a lo largo de la vida del implante y, no menos importante, durante la 
curación de los tejidos, comprometiendo la integración del implante [NBU09]. Las 
propiedades de las superficies como la rugosidad y la energía superficial influyen sobre la 
adhesión bacteriana y la formación de un film previo a desarrollar en un proceso patológico 
[SJM09] [ROD09]. En nuestros ensayos se ha podido observar como la adhesión 
bacteriana aumenta menos de un 25% en las superficies F50 y F100, respecto a las lisas. 
Otros estudios sugieren que un incremento de la rugosidad, conlleva un incremento de la 
colonización bacteriana [AAW06] [SJM09] [ROD09], aunque no se ha podido  comparar 
con otros estudios que estudien el efecto de las texturas sobre la viabilidad de las 
bacterias. Amoroso y colaboradores sugieren que la adhesión bacteriana de P. gingivalis 
aumenta entre superficies con rugosidades medias de 34 y 155 nm, pero la adhesión no se 
incrementa por encima de 155 nm porque el aumento del tamaño de las irregularidades es 
demasiado grande como para ofrecer una mayor retención de bacterias [AAW06]. Este 
fenómeno también ocurre en las muestras mecanizadas F50 y F100 donde se detecta un 
incremento de adhesión de las cepas Streptococcus sanguinis y Lactobacillus salivarius.. 
Entre F0 y F10, sin la contribución de los surcos, la rugosidad media es de 95 a 188 nm y, 
por tanto, hay un incremento de rugosidad. Por otra parte, la nanorugosidad para F50 y 
F100 es de 372 y 261 nm respectivamente, y entre ellos no presentan un incremento 
significativo de la adhesión bacteriana, pero sí que lo presentan respecto F0 y F10. 
Resumiendo, la estimulación de la adhesión y la activación de los fibroblastos son mayores 
en las superficies F50 y F100. Por lo que se incrementa la síntesis y la remodelación de la 
matriz extracelular de los tejidos periodontales, mediante el estímulo de microranuras. 
Aunque las superficies ranuradas presentan mayor adhesión bacteriana, podría ser más 
crítico alcanzar el sellado biológico a tiempos cortos para prevenir la colonización 
bacteriana y mejorar la integración de los implantes dentales [GRI87] [SKG09]. 
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CAPÍTULO 6: 
Impacto ambiental 
El impacto ambiental del proyecto se debe a la utilización de electricidad, agua, reactivos 
químicos y biológicos. Por este hecho en todo momento se ha intentado minimizar la 
cantidad de recursos, realizar una correcta gestión de residuos y adoptar las medidas de 
seguridad necesarias (guantes, bata, gafas, cabinas, etc.) de acuerdo a las fichas de 
seguridad de los reactivos (MSDS). 
Los ensayos se han realizado en el laboratorio de Biomateriales de la Escola Tècnica 
Superior d’Enginyeria de Barcelona (ETSEIB) y en las instalaciones del Institut de 
Bioenginyeria de Catalunya situadas en el Parc Científic de Barcelona. En ambos lugares, 
la gestión de residuos y el almacenamiento de reactivos se han realizado de acuerdo a su 
normativa interna. Para poder almacenar nuevos reactivos separando por su peligro 
potencial e incompatibilidades o temperatura de conservación, al técnico responsable se le 
entregó el albarán, la MSDS y el reactivo. 
En el laboratorio de Biomateriales se ha llevado a cado la limpieza de las muestras 
procedentes de Soadco S.L. donde los residuos químicos se han desechado en envases 
identificados según: 
• Residuo sólidos metálicos: envase de 0,5 litros de polipropileno (PP). 
• Disolventes no halogenados (acetona, etanol, etc.): bidón de 10 litros de PP. 
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Los recipientes llenos se almacenan en un armario de seguridad y, una vez cada seis 
meses, la empresa de gestión de residuos ECOCAT recoge los residuos del laboratorio 
acaba el proceso de gestión y tratamiento. 
El resto de las actividades se ha realizado en el Parc Científic de Barcelona donde los 
residuos se clasifican y depositan en: 
• Residuo doméstico: papelera convencional con recogida diaria. 
• Papel, plástico y vidrio: papelera azul, amarilla y verde respectivamente situada en 
los pasillos. 
• Compuestos halogenados (F, Cl, Br, I): bidón en el interior de la cabina de 5 litros 
de PP. 
• Compuestos no halogenados: bidón en el interior de la cabina de 5 litros de PP. 
• Soluciones ácidas: bidón en el interior de la cabina de 5 litros de PP para líquidos 
solubles en agua con una concentración menor al 10%. 
• Soluciones básicas: bidón en el interior de la cabina de 5 litros de PP para líquidos 
solubles en agua con una concentración menor al 10%. 
• Residuos específicos (peróxidos, polvo metálico, etc.): un bidón de PP para cada 
tipo en el interior de la cabina, no se permiten mezclas. 
• Residuos sólidos (papel impregnado, guantes, material desechable y otros 
materiales que no se pueden consideran material doméstico): bidón de 40 litros. 
• Material punzante y cortante (pipetas, agujas, portaobjetos, vidrios rotos, etc.): 
recipientes amarillos situados encima de cada poyata. 
• Residuos biológicos para esterilizar- biopeligrosos (Clase III, material de cultivos 
biológicos, anticuerpos, microbiología, ADN, ARN, etc.): bidón negro de 20 l. 
• Residuos biológicos líquidos (medios de cultivo, soluciones de lisis celular, etc.): 
bidón de 30 litros situada fuera de cada sala de cultivo. 
• Residuo biológico citotóxico o citoestático (Todas las sustancias cancerígenas o 
mutagénicas como el tetraóxido de osmio y ferricianuro potásico): envases de 
polipropileno. 
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La recogida de los envases se realiza una vez por semana por el personal del Parc 
Científic de Barcelona, además sustituye los contenedores utilizados por unos vacíos. 
Respecto a la contaminación de las técnicas utilizadas, la conservación criogénica de las 
células se ha realizado en nitrógeno líquido. El cual se evapora lentamente, emitiendo 
vapores que no son tóxicos ni irritantes, pero existe un riesgo al manipularlo. Los cultivos 
celulares y microbiológicos se realizaron en cabinas adaptadas para dicho uso, evitando la 
contaminación del aire y superficies adyacentes. 
Los equipos de observación de la superficie de titanio que pueden emitir radiaciones como 
el FESEM y otros equipos de análisis disponen del marcaje y de las revisiones periódicas 
pertinentes. 
Finalmente, mencionar el consumo energético que inevitablemente está asociado a las 
emisiones de CO2. Sin embargo, resulta difícil cuantificar este impacto puesto que es difícil 
cuantificar el consumo debido a cada técnica y a las actividades generales en el 
laboratorio. En todo momento se ha hecho un uso racionado del agua y papel, evitando la 
impresión de artículos o copias innecesarias. 
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CAPÍTULO 7: 
Valoración económica del proyecto 
El objetivo del presente capítulo es la recapitulación de los costes del proyecto. El estudio 
económico valora el tiempo de utilización de cada equipo, recursos humanos utilizados y el 
coste del material. Los precios de referencia se han obtenido de las tarifas publicadas por 
los Serveis Cientificotècnics de la UB y del Grupo de Biomateriales del Departamento de 
Ciencia de Materiales e Ingeniería Metalúrgica de la UPC. El precio/hora de un ingeniero 
junior se ha estimado en 60€/hora. A continuación se presentan las tablas con los costes 
del proyecto. 
Tabla 14. Costes de material y personal asociados a la preparación y limpieza de los materiales. 
Concepto Cantidad Precio unitario Coste (€) 
Material 
   Discos de titanio F0, F10, F50 y F100 200 Ud. Cedido por Soadco S.L. 
Acetona 1 l 16,65 €/l 16,65 
Etanol 96% 1 l 25,50 €/l 25,50 
Personal 
   Limpieza 4 horas 60,00 €/hora 240,00 
Coste asociado a la preparación y limpieza de los materiales 282,15 
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Tabla 15. Costes de equipo y personal asociados a la Caracterización físico-química. 
Concepto Cantidad Precio unitario Coste (€) 
Equipo 
   Microscopio interferométrico 6 horas 35,00 €/hora 210,00 
Ángulo de contacto (incluye líquidos) 18 horas 35,00 €/hora 630,00 
Personal 
   Interferometría 6 horas 60,00 €/hora 360,00 
Ángulo de contacto 18 horas 60,00 €/hora 1080,00 
Análisis de los resultados 8 horas 60,00 €/hora 480,00 
Coste asociado a la Preparación y limpieza de los materiales 2760,00 
 
Tabla 16. Costes de equipos, material y personal asociados a la caracterización biológica. 
Concepto Cantidad Precio unitario Coste (€) 
Equipo 
   Incubador cultivos 90 días 3,00 €/día 180,00 
Fijación osmio  6 serie  40,45 €/serie 242,70 
Microscopio electrónico de barrido 20 horas 48,00 €/hora 960,00 
Espectofotómetro 1 hora 10,00 €/hora 10,00 
Nanodrop ND-1000 2 horas 20,00 €/hora 40,00 
ABIPrism 7700 qPCR 10 ensayo 40,00 €/ensayo 400,00 
Analizador digital de imágenes 4 horas 20,00 €/hora 80,00 
Cabina cultivos 40 horas 10,00 €/hora 400,00 
Cabina bacterias 20 horas 10,00 €/hora 200,00 
Material 
   Human foreskin fibroblast 1 Ud. 355,00  €/Ud. 355,00 
DMEM 3 l 40,40 €/l 121,20 
FBS 0,5 l 88,40 €/l 44,20 
L-glutamina 0,2 l 338,00 €/l 67,60 
Penicilina-estreptomicina 0,2 l 120,00 €/l 24,00 
Tripsina 0,2 l 511,00 €/l 102,20 
Paraformaldehido 0,2 l 27,50 €/l 5,50 
PBS 0,1 Ud. 141,00 €/Ud. 14,10 
Etanol 96% 2 l 25,50 €/l 51,00 
Etanol absoluto 0,5 l  81,00 €/l 40,50 
HDMS 0,1 l 406,00 €/l 40,60 
Placa de cultivo de expansión 20 Ud. 8,10 €/Ud. 162,00 
Placa de cultivo 96 pocillos 50 Ud. 7,64 €/Ud. 382,00 
Kit proliferación WST 0,3 Ud. 507,60 €/Ud. 152,28 
Kit citotoxicidad LDH 0,3 Ud. 609,47 €/Ud. 182,84 
RNeasy Kit 0,3 Ud. 1300,96 €/Ud. 390,29 
QuantiTect Reverse Transcription Kit 0,5 Ud. 371,74 €/Ud. 185,87 
Quantifast SYBR green PCR kit 0,3 Ud. 2537,35 €/Ud. 761,21 
Cebadores para PCR 20 Ud. 7,59 €/Ud. 151,80 
Buffer RIPA 0,1 l 634,00 €/l 63,40 
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Kit colorimétrico BCA 0,1 Ud. 134,24 €/Ud. 13,42 
Sistema Mini Protean 0,1 Ud. 503,00 €/Ud. 50,30 
Glicina 0,18 kg 763,80 €/kg 132,76 
Acrilamida 0,3 l 196,00 €/l 58,80 
Buffers para geles 1 l 168,00 €/l 168,00 
Buffer electroforesis 10X 1 l 134,00 €/l 134,00 
Marcador de peso molecular 0,5 Ud. 206,50 €/Ud. 103,25 
Membrana nitrocelulosa 0,2 Ud. 357,00 €/Ud. 71,40 
Anticuerpo β-actina (sc-69879) 0,2 Ud. 256,00 €/Ud. 51,20 
Anticuerpo Col1α1 (sc-28657) 0,2 Ud. 256,00 €/Ud. 51,20 
Anticuerpo FAK (sc-271195) 0,2 Ud. 256,00 €/Ud. 51,20 
Anticuerpo pFAK (sc-11765-R) 0,2 Ud. 256,00 €/Ud. 51,20 
Anticuerpo Vinculina (V9131) 0,2 Ud. 194,00 €/Ud. 38,80 
Anticuerpo αSMA (A5228) 0,2 Ud. 320,00 €/Ud. 64,00 
Anticuerpo FN (F3648) 0,2 Ud. 198,60 €/Ud. 39,72 
Goat Anti-ratón (P0047) 0,4 Ud. 320,32 €/Ud. 128,13 
Goat Anti-conejo (P0048) 0,4 Ud. 320,32 €/Ud. 128,13 
Sustrato luminiscente ECL 0,3 Ud. 241,00 €/Ud. 72,30 
Fil autorevelado 1 Ud. 284,00 €/Ud. 284,00 
Gelatina bovina 0,5 kg 146,16 €/kg 73,08 
Caseína porcina 0,1 kg 339,60 €/kg 33,96 
L. salivarius CECT4063 1 cepa 45,00 €/cepa 45,00 
S. sanguinis CCUG17826 1 cepa 117,00 €/cepa 117,00 
Medio cultivo S. sanguinis Tod Hewitt 0,5 kg 94,40 €/kg 47,20 
Medio cultivo L. salivarius MRS 0,5 kg 94,40 €/kg 47,20 
Agar para microbiología 0,5 kg 129,76 €/kg 64,88 
Otros reactivos 1 Ud. 380,64 €/Ud. 380,64 
Personal 
   Cultivos celulares 40 horas 60,00 €/hora 2400,00 
Preparación muestra SEM 14 horas 60,00 €/hora 840,00 
Microscopio electrónico de barrido 20 horas 60,00 €/hora 1200,00 
Citotoxicidad y proliferación 8 horas 60,00 €/hora 480,00 
Extracción ARN 10 horas 60,00 €/hora 600,00 
Cuantificación ARN 2 horas 60,00 €/hora 120,00 
Retrotranscripción 6 horas 60,00 €/hora 360,00 
Preparación RT-qPCR 20 horas 60,00 €/hora 1200,00 
Cálculos PCR 6 horas 60,00 €/hora 360,00 
Cuantificación proteína 4 horas 60,00 €/hora 240,00 
Preparación gel de acrilamida 14 horas 60,00 €/hora 840,00 
Preparar electroforesis y transferencia 14 horas 60,00 €/hora 840,00 
Inmunodetección 16 horas 60,00 €/hora 960,00 
Revelado y cuantificación 8 horas 60,00 €/hora 480,00 
Zimografía 4 horas 60,00 €/hora 240,00 
Análisis de los resultados 30 horas 60,00 €/hora 1800,00 
Coste asociado a la Caracterización biológica 21261,05 
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Tabla 17. Costes de material y personal asociados a Varios. 
Concepto Cantidad Precio unitario Coste (€) 
Material 
   Material oficina, impresiones, CD, carpetas, etc. 
  
300,00 
Material fungible de laboratorio 
  
150,00 
Equipamiento común de laboratorio, cabina, agua milliQ, pulidora, etc. 200,00 
Personal 
   Análisis del problema 15 horas 60,00 €/hora  900,00 
Búsqueda bibliográfica 50 horas 60,00 €/hora 3000,00 
Dedicación de los tutores 25 horas 90,00 €/hora 2250,00 
Elaboración de la memoria 160 horas 60,00 €/hora 9600,00 
Coste asociado a Varios 
  
16400,00 
 
El coste aproximado del proyecto final de carrera es la suma de todos los ensayos 
realizados, incluyendo los costes de equipamiento, de personal y de material. La Tabla 18 
muestra el resumen de los costes por tipo de estudio y el coste total del proyecto. 
Tabla 18. Coste total aproximado del Proyecto final de carrera. 
Concepto Coste (€) 
Preparación y limpieza de los materiales 282 
Caracterización físico-química 2760 
Caracterización biológica 21261 
Varios 16400 
Subtotal 40703 
18% IVA 7327 
Total con 18%IVA 48030 
 
El coste del presente proyecto final de carrera es de 48030 € con IVA. 
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CAPÍTULO 8: 
Conclusiones 
Del análisis de los resultados y discusiones del proyecto se concluye que: 
• La técnica de mecanizado permite obtener ranuras de 10, 50 y 100 µm con una 
nanorugosidad superpuesta. Esta nanorugosidad es mayor para las superficies con 
ranuras de 50 y 100 µm. 
• Las diferentes modificaciones realizadas a las superficies de titanio no afectan a la 
mojabilidad ni a la energía superficial total. 
• En ningún caso se ha observado que las microranuras alteren la proliferación o la 
citotoxicidad celular. 
• Las superficies mecanizadas presentan una adhesión y morfología celular orientada 
paralelamente a la dirección de las ranuras. Mientras que las superficies planas 
presentan células extendidas en todas direcciones. Las superficies mecanizadas 
incrementan a tiempos cortos de los niveles expresión de las proteínas de 
adhesión, vinculina y FAK. 
• Las ranuras de 100 µm muestran niveles de activación de los fibroblastos humanos 
mayores que las ranuras de 10 y 50 µm. Esto se ha podido confirmar mediante la 
morfología celular activa y el incremento de expresión de αSMA  observada en 
F100. A las 72 horas la expresión de αSMA decrece significativamente para F100, 
indicando la desactivación de los fibroblastos. 
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• Las superficies mecanizadas no alteran la expresión y secreción de fibronectina 
respecto a la superficie de titanio liso y la superficie control. En cambio, las 
superficies de titanio inducen la maduración del colágeno a tiempos cortos, siendo 
más rápida para las superficies microranuradas independiente del tamaño de la 
ranura. 
• Las superficies modificadas topográficamente presentan mayor nivel de secreción 
de metaloproteasas a tiempos cortos comparado con las superficies pulidas. Es 
decir, en las superficies ranuradas, los fibroblastos comienzan a remodelar la matriz 
desde el inicio de la deposición de componentes de la matriz. 
• La adhesión bacteriana aumenta en las superficies F50 y F100 respecto a las 
superficies lisas y las superficies F10. 
Concluyendo, las superficies mecanizadas con ranuras de 50 y 100 µm son las candidatas 
más adecuadas para mejorar el sellado biológico a la altura del cuello de los implantes ya 
que estimulan la adhesión y la activación de los fibroblastos humanos en esta zona. 
Además, estas condiciones superficiales, F50 y F100, favorecen la secreción y 
remodelización de la matriz extracelular, condición necesaria para alcanzar el sellado 
biológico de los implantes dentales después del acto quirúrgico. Aunque estas superficies  
presentan mayor adhesión bacteriana de las cepas estudiadas Streptococcus sanguinis y 
Lactobacillus salivarius, la estimulación de la adhesión y la activación de los fibroblastos 
para incrementar la síntesis y remodelación de la matriz extracelular de los tejidos 
periodontales, podría ser un factor más crítico en la prevención de la colonización 
bacteriana y la integración con éxito de los implantes dentales. 
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